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Resumen

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor cerebral mas frecuente y mortal,
teniendo una sobrevida promedio de 15 meses posterior al diagndstico. Actualmente,
ninguna de las terapias existentes ha logrado mejorar la sobrevida de estos pacientes. Por

esta razén, nuevos enfoques y moléculas terapéuticas deben ser investigados.

Gasl es una proteina expresada en multiples 6rganos de mamifero y su
sobreexpresién en GBMs induce arresto del ciclo celular y apoptosis. Esta anclada a la
membrana celular por una molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI) y su extremo amino

terminal es el responsable de su funcién.

En este proyecto, se generd una forma soluble de Gasl (tGas1), la cual no tiene
adherida el ancla GPI. Se demostrd que esta proteina es funcional y que también induce
arresto del ciclo celular y apoptosis en células de GBM, de una manera autocrina y
paracrina. También, se generdé una linea estable de células de GBM que expresa de
manera regulada tGasl. Por otro lado, se observd que la sobreexpresién de tGasl, ya sea
por la aplicacién de un lentivirus o por parte de la linea estable de GBM, en un modelo in
vivo de GBM tiene un efecto antitumoral. Como nuevo abordaje terapéutico contra el
GBM, se modificaron genéticamente Células Troncales Neurales (CTNs), las cuales
expresaron de manera regulable tGasl, y fueron empleadas como vehiculo de la proteina
hacia un GBM implantado intracranealmente en ratones desnudos. tGasl tuvo un efecto
antitumoral, aumentd la supervivencia y mejord el estado general de los ratones con
GBM. Interesantemente, tGasl también indujo arresto del ciclo celular y apoptosis en las

CTNs.

Este trabajo plantea una terapia génica ex vivo empleando CTNs y la forma

secretable y regulable de Gas1 para el tratamiento de los GBMs.



Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and deadly brain tumor, with
a median survival of 15 months after diagnosis. Currently, none of the existing therapies
has improved the survival of these patients. For this reason, new approaches and

therapeutic molecules should be investigated.

Gasl is a protein expressed in multiple organs of mammalian and its
overexpression in GBMs induces cell cycle arrest and apoptosis. It is anchored to the cell
membrane by a glycosylphosphatidylinositol (GPI) molecule, and its amino terminus is

responsible for its function.

In this project, we generated a soluble form of Gasl (tGasl), which has not
attached the GPI anchor. It was demonstrated that this protein is functional and also
induces cell cycle arrest and apoptosis of GBM cells, in both autocrine and paracrine
manner. It was also generated a stable line of GBM cells, which expresses tGasl in a
regulated manner. Furthermore, it was observed that overexpression, either by the
application of a lentivirus or by GBM stable line, of tGas1 in an in vivo model of GBM had
an antitumor effect. As new therapeutic approach against GBM, were genetically
engineered Neural Stem Cells (NSCs), which expressed tGasl in a regulated manner, and
were used as a vehicle for the protein to a GBM intracranially implanted into nude mice.
tGas1 had an antitumor effect, increased the survival and improved the overall health of

mice with GBM. Interestingly, tGas1 also induced cell cycle arrest and apoptosis of NSCs.

This work focuses on an ex vivo gene therapy using NSCs and the secretable and

regulable form of Gasl for the treatment of GBMs.



Introduccion

Gliomas

Incidencia

De acuerdo con datos de los EE.UU. la incidencia de tumores primarios cerebrales
y de la médula espinal es de 18.7 por cada 100,0000 habitantes y los tumores malignos
tienen una incidencia de 7.2 por cada 100,000 habitantes. La incidencia de estos ultimos
varia segun la edad: entre los O y 4 afios es de 5 por cada 100,000 habitantes, entre los 15
y 45 aios es de 15 por cada 100,000 habitantes y entre los 65 y 74 afios, donde se observa
la mayor incidencia, es de 56 por cada 100,000 habitantes (CBTRUS 2010).

El GBM es el mds comun y mortal de los tumores primarios del Sistema Nervioso
Central (SNC) y tiene una incidencia de 5 a 20 casos por cada 100,000 habitantes. El| GBM
representa del 60 al 75% de los gliomas malignos, el astrocitoma anaplasico representa
del 10 al 15% y el oligodendroglioma anaplasico y oligoastrocitoma anaplasico ocupan el

10% restante (CBTRUS 2010).

Clasificacion

Los gliomas malignos son tumores invasivos que derivan de células gliales (astrocitos,

oligodendrocitos o células ependimarias) y son histolégicamente heterogéneos. La

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los astrocitomas en cuatro grados:

- Grado |, astrocitomas pilociticos. Son cldsicamente asintomaticos al principio de la

enfermedad, tienen una limitada capacidad invasiva y con poca frecuencia



progresan a gliomas anaplasicos. Sin embargo, a pesar de ser grado |, estos

tumores pueden tener pleomorfismo celular e hiperplasia microvascular.

- Grado I, astrocitomas difusos. Tienen la capacidad de expandirse desde la lesién
cerebral primaria hacia el tejido cerebral adyacente y presentan una alta tasa de
progresién hacia tumores anaplasicos. Estan bien diferenciados y tienen un

pleomorfismo nuclear que va de leve a moderado (Sanai, et al., 2005).

Los grados lll y IV son gliomas malignos.

- Grado I, astrocitomas anapldsicos. Se caracterizan por tener una celularidad

aumentada, atipia nuclear y una intensa actividad proliferativa.

- Grado IV, GBMs. Presentan las mismas caracteristicas de los tumores grado lll,
pero también contienen areas de proliferacién microvascular, necrosis, o ambas
(Wen y Kesari, 2008). Como caracteristica patognomonica, los GBMs raramente
presentan metdstasis, pero a menudo generan tumores satélites en el parénquima

cerebral.

Factores de riesgo

Se ha reportado que el GBM es ligeramente mas frecuente en los hombres que en
las mujeres (CBTRUS 2010). El unico factor de riesgo ambiental demostrado como
inductor de gliomas es la exposicion a la radiacién, ya sea terapéutica o por altas dosis
ambientales. Se ha demostrado que las dosis altas de radioterapia para el tratamiento de
tumores, localizados en otros sitios que no sea el cerebro, se relacionan con GBM (Edick,

et al.,, 2005. Ohgaki y Kleihues, 2005). Por otro lado, la relacién entre la radiacién
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electromagnética y el uso de teléfonos madviles con gliomas no ha sido apoyada por

estudios epidemioldgicos (Ohgaki, 2009. Kyritsis, et al., 2010. Inskip, et al., 2001).

La mayor incidencia de gliomas (incluyendo astrocitomas y GBMs) se asocia a
diversos trastornos genéticos, como lo son la neurofibromatosis y los sindromes de Von

Hippel-Lindau, Li Fraumeni y Turcot.

Algunas alteraciones genéticas se han observado y asociado con el desarrollo de
GBM, por ejemplo: se han encontrado copias extras del cromosoma 7 y el oncogén EGFR,
Receptor del Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), se ha observado amplificado en los
pacientes con gliomas (Libermann, et al.,, 1985). Ademas, estudios de cariotipo y de
pérdida de la heterocigosidad han definido la ubicacion del locus supresor tumoral en los
cromosomas 9, 10, y 17 (James, et al., 1989). El gen p53 juega un papel importante
controlando el ADN gendmico dafado, induce la detencién del ciclo celular para permitir
la reparacion del ADN y puede activar apoptosis para erradicar a las células dafiadas (Yin y
Van Meir, 2009). Asi, las mutaciones del gen p53, supresor de tumores, son las

alteraciones mas frecuentes en el cromosoma 17 en pacientes con GBM.

Otros genes supresores tumorales disminuidos en los gliomas son: p16 y pten
(Homoélogo de la Fosfatasa y Tensina) en los cromosomas 19 y 10, respectivamente. El gen
pl16 detiene la progresion del ciclo celular, mientras que pten es un regulador negativo de
la Fosfoinositida-3-cinasa (PI3K), que es la ruta mas importante para estimular la

proliferaciéon celular en presencia de factores de crecimiento (Stokoe y Furnari, 2009).

Por otro lado, el gen de la Isocitrato deshidrogenasal (idhl), importante en el
metabolismo de los carbohidratos debido a que participa en el ciclo de Krebs y cataliza la
descarboxilacion oxidativa del isocitrato en 2-oxoglutarato, y menos frecuentemente el
gen idh2, estdn mutados en un alelo en algunos GBMs (Parsons, et al., 2008). Esta

mutacion conduce al cambio de un aminodcido (aa) (arginina 132) en el sitio activo de la
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IDH1. Se ha propuesto que esto podria tener un efecto oncogénico indirecto a través de la
activacion de la via del factor inducible por hipoxia (Zhao, et al., 2009. Segovia y Lépez-

Ornelas, 2011).

Presentacion clinica

Los tumores cerebrales presentan sintomas neuroldgicos, tanto generalizados
como focales. Los sintomas generalizados estan relacionados con el aumento de la presién
intracraneal, la cual ocasiona nduseas y vémitos. Los sintomas y signos focales reflejan la
ubicacidén intracraneal del tumor. La duracién y frecuencia de los sintomas pueden variar
de acuerdo con el tipo de glioma intracraneal, por ejemplo, una hemiparesia de rapido

desarrollo es tipica en gliomas de alto grado (DeAngelis, 2001).

La cefalea es el sintoma mas frecuente asociado con tumores cerebrales, es
tipicamente difusa y puede indicar el hemisferio donde se encuentra el tumor (Forsyth y
Posner, 1993). En segundo lugar, se presentan convulsiones en el 15 al 95% de los
pacientes con tumores cerebrales y son mas frecuentes en los gliomas de bajo grado.
Clasicamente, las crisis son focales pero pueden generalizarse. También, la hemiparesia
postictal o afasia (fendmeno de Todd) pueden indicar la ubicacidn de la lesiéon (DeAngelis,

2001).

Diagnéstico

Actualmente, la Imagen por Resonancia Magnética Funcional (IRMF) y la Imagen
por Resonancia Magnética (IRM) son los métodos mas comunes y eficaces utilizados para
el diagndstico de los gliomas. Sin embargo, la Tomografia Computarizada Contrastada (TC

de craneo) todavia puede sugerir la presencia de gliomas malignos mostrando lesiones
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con reforzamiento anular. Estos estudios de imagen muestran una masa heterogénea
aumentada con un edema circundante (Segovia y Lopez-Ornelas, 2011). Por lo general, los
GBMs tienen areas centrales de necrosis y edema peritumoral, éste ultimo estd mas

asociado con gliomas anaplasicos (Cha, 2006).

Desde el punto de vista histoldgico, el diagndstico se basa principalmente en la alta
actividad mitdtica y en la atipia nuclear. La presencia de dreas con proliferacién vascular,
atipia celular y necrosis en una lesién de glioma se considera patognoménica de GBM

(Brat y Van Meir, 2004).

La base para el diagndstico de tumores cerebrales es una evaluacién clinico-
patoldgica. Sin embargo, los estudios de expresidon génica en GBM han establecido los
perfiles de transcripcion que reflejan la biologia del tumor y pueden ser utilizados para la
clasificacién de tumores y predecir el estado del paciente y la respuesta al tratamiento
(Sulman, et al., 2009). Asi, una clasificacion con base en hallazgos moleculares y genéticos

ha sido propuesta (Idbaih, et al., 2008):

- Grupo A, tumores con una codelecién 1p19q, relacionados con buena
supervivencia.

- Grupo B, tumores con la amplificacién del EGFR, lo cual tiene un prondstico
desfavorable.

- Grupo C, tumores con la ganancia del cromosoma 7, delecién del 9p y/o pérdida
del cromosoma 10. Los pacientes son mds jévenes en comparacion con el grupo B,
es de prondstico intermedio y el nimero de alteraciones cromosdmicas es
inversamente proporcional con el prondstico.

- Grupo D. Tumores sin clasificacién.
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Tratamiento

El tratamiento se imparte tomando en cuenta: la localizacién del tumor, la edad
del paciente y el grado de Karnofski (donde una escala de 50 o menos indica un alto riesgo
de muerte durante los préximos 6 meses, la mayoria de las veces generada por el grado
de discapacidad y complicaciones secundarias). En las regiones cerebrales donde es
posible, la cirugia citorreductora es cominmente seguida de radioterapia, la cual consiste
en la aplicaciéon de 60 Gray (Gy), veinte Gy sobre el tumor y cuarenta Gy holocraneales

(Zhang, et al., 2012).

Con frecuencia, un régimen de quimioterapia también se puede administrar y
consta de Temozolomida, un agente alquilante cuyo mecanismo de accion radica en la
inhibicién de la replicacién del ADN. Posterior a la administracién oral, la Temozolomida
cruza la barrera hematoencefdlica y alcanza altas concentraciones en el SNC. El
tratamiento primario con este fdrmaco se acompafia de radioterapia y cuando va seguido
por 6 ciclos mensuales de Temozolomida, proporciona un aumento en la supervivencia de
los pacientes con GBM (Segovia y Lépez-Ornelas, 2011). Por otro lado, el efecto de la
Temozolomida esta vinculado a los niveles intracelulares de MGMT (O-6-Metilguanina-
ADN metiltransferasa) que es una proteina que repara el ADN y protege a las células
tumorales contra las drogas alquilantes, por lo tanto, altos niveles de esta proteina se han

asociado con resistencia a la Temozolomida (Baer, et al., 1993).

Otros blancos para el tratamiento del GBM son proteinas anormalmente activadas
durante la tumorogénesis. Diferentes receptores de factores de crecimiento como el
EGFR, el Receptor del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGFR) y el Receptor
del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGFR), estan amplificados y/o
mutados y sobreexpresados en los GBMs. Esto da como resultado un aumento en la

supervivencia celular, proliferacion celular descontrolada, angiogénesis y migracion celular
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(Minniti, et al., 2009). Actualmente, nuevos farmacos que tienen como blanco a estos

receptores se estan investigando.

Desafortunadamente, el uso de nuevos farmacos para el tratamiento del GBM no
ha tenido un efecto considerable en la supervivencia de los pacientes, la cual actualmente
es de 15 meses posteriores al diagndstico. Por este motivo, la terapia génica se presenta
como una posible alternativa en el tratamiento de este mal. Existen varios ensayos clinicos
en curso y que realzan la posibilidad de encontrar terapias adyuvantes en contra de este

tipo de tumores.

Terapia Génica

La terapia génica es en la actualidad una promesa terapéutica con utilidad en
diferentes patologias; desde enfermedades hereditarias y adquiridas, hasta padecimientos
de etiologia infecciosa. Por ser una posibilidad de tratamiento prometedora gran parte de

la investigacion cientifica se enfoca en la manera de aplicarla a multiples padecimientos.

La terapia génica se puede definir como la transferencia de material génico
(transgén) a una célula hospedera con un efecto benéfico para el paciente (Benitez y
Segovia, 2003). Dicha transferencia se logra con técnicas que involucran manipulacion
celular (microinyecciones) o empleando sistemas de vectores, siendo estos ultimos
utilizados como mecanismo de transporte del transgén de interés hacia la célula blanco

(Anson, 2004).

La terapia génica cuenta con técnicas que permiten dirigir secuencias de ADN o de

ARN al interior de células blanco, con el objetivo de modular la expresién de determinadas

proteinas que se encuentran alteradas, revirtiendo asi el trastorno bioldgico que ello
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produce, o por otro lado, la expresion de proteinas con un efecto terapéutico (Cutter, et

al., 2006).

En funcidn del tipo de células blanco, existen dos modalidades de terapia génica:

1.- Terapia génica de células germinales: dirigida a modificar la informacién
genética de las células implicadas en la formacién de dvulos y espermatozoides vy, por lo
tanto, transmisible a la descendencia. Este tipo de terapia génica parece ser la indicada

para corregir enfermedades congénitas (Biffi y Cesani, 2008).

2.- Terapia génica somatica: dirigida a modificar la informacién genética de células
constituyentes del organismo, donde la modificacién genética no puede transmitirse a la

descendencia.

Por otra parte, y en funcion de la estrategia aplicada, la terapia génica puede

también clasificarse en:

1.- Terapia génica in vivo: abarca técnicas en las que el material génico se
introduce directamente en las células del organismo, sin que se produzca su extraccion o
manipulacioén in vitro. La ventaja de estas técnicas es su relativa sencillez. Sin embargo,
tienen el inconveniente de que el grado de control, sobre todo en el proceso de
transferencia, es menor. La eficiencia global también es menor (dado que no pueden
amplificarse las células transducidas) y, finalmente, es dificil conseguir un alto grado de

especificidad tisular transduccional y transcripcional (Grimm, et al., 2008).

2.- Terapia génica ex vivo: comprende todos aquellos protocolos en los que las
células a tratar son extraidas de manera autdéloga o heterdloga, aisladas, crecidas en
cultivo y sometidas al proceso de transferencia in vitro. Una vez seleccionadas las células

gue han sido realmente transfectadas o infectadas, se expanden en cultivo y se
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introducen de nuevo en el paciente. Sus principales ventajas son el permitir la seleccién
del tipo de célula a tratar, mantener un estrecho control sobre todo el proceso, mayor
eficacia en la transferencia génica y disminucion de la respuesta inmune. Los problemas
mas importantes de esta modalidad son su mayor complejidad y el costo de los
protocolos, asi como la incapacidad de transducir aquellos tejidos que no son susceptibles

de crecer en cultivo (Grimm, et al., 2008).

Transferencia génica

La introduccidon en una célula de material gendmico se denomina transferencia
génica, transduccién o infeccién (cuando se emplean virus) o transfecciéon (cuando se
emplea un plasmido). La terapia génica requiere que se transfieran eficientemente los
fragmentos de ADN clonados a células hospederas, de manera que los genes introducidos
sean expresados en la cantidad adecuada. Posterior a la transferencia génica, los genes
insertados se pueden llegar a integrar en los cromosomas de la célula, o bien quedar

como elementos génicos extracromosdmicos (episomas) (Segovia y Lépez- Ornelas, 2011).

Genes integrados en cromosomas

La importancia de que un transgén se integre al cromosoma radica en la
perpetuacién por replicacién cromosémica después de la divisidn celular. Como las células
de la progenie también contienen los transgenes introducidos, se puede obtener una
expresion estable a largo plazo. Asi, en los tejidos formados por células en division activa,
la clave es dirigir la modificacién hacia las células troncales (una poblaciéon minoritaria de
células precursoras indiferenciadas que dan lugar a las células diferenciadas maduras del
tejido). Ademas, las células troncales no sélo dan lugar a células maduras del tejido, sino

gue al mismo tiempo se autorenuevan. La transferencia eficiente de transgenes a células
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troncales y la posterior expresién estable del transgén ofrece la posibilidad de curar

patologias (Zubler, 2006).

La integracidn cromosdmica presenta inconvenientes debido a que la insercién es
al azar y la localizacién de los transgenes insertados puede variar entre las células. En
algunos casos, los transgenes insertados pueden no expresarse debido a su insercidon en
regiones muy condensadas. En otras ocasiones, la integracidon puede provocar la muerte
de la célula hospedera; por ejemplo, por insercién en un gen crucial e inactivacion del
mismo (Wu y Sato, 2003). La mayor inquietud reside en el riesgo de generar céncer, ya
que, la integracién del transgén puede alterar los patrones normales de expresion de
genes que controlan la division o proliferacién celular; por ejemplo, a través de la
activacion de un oncogén, la inactivacién de un gen supresor tumoral o de un gen

implicado en la apoptosis (Grimm, et al., 2008).

Genes no integrados

Algunos sistemas de transferencia génica estdn disefiados para transferir genes en
células donde quedan como elementos episomales y logran una expresién elevada. Si las
células estdn en divisién activa, el transgén introducido puede no segregar
equitativamente a las células hijas, por lo que la expresidn a largo plazo puede disminuir
(Ehrhardt, et al., 2008). El resultado es que la posibilidad de curar un trastorno genético
puede ser remota; harian falta tratamientos repetidos. No obstante, en algunos casos
puede no hacer falta una expresion estable a largo plazo; por ejemplo, la terapia génica
contra el cancer suele implicar la transferencia y expresion de transgenes en células
cancerosas con la intencién de erradicarlas, una vez eliminado el tumor, el gen

terapéutico no es necesario.
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Métodos de transferencia génica

Para lograr un efecto biolégico empleando terapia génica, es necesario introducir
de manera eficaz la secuencia transgénica de interés en la célula blanco y conseguir su
expresion. Estos objetivos deben contar con un adecuado sistema de direccionamiento o
transferencia y, al mismo tiempo, disponer de promotores adecuados para conseguir la
maxima expresion del transgén insertado en la célula (Robbins y Ghivizzani, 1998). Los
principales sistemas de transferencia génica se pueden clasificar en dos tipos: vectores no

virales y vectores virales.

Sistemas de vectores

Vectores no virales

Los métodos de transferencia génica fisico-quimicos o no virales (tabla 1) fueron
los primeros en ser desarrollados. En estos métodos el ADN exdgeno esta integrado en un

plasmido, el cual es una molécula de ADN que puede ser mantenida de manera episomal.

Tabla 1. Vectores no virales
Microinyeccion
Precipitacion con fosfato de calcio
Electroporacion
Bombardeo con microparticulas
Inyeccion directa del ADN “desnudo
Conjugados ADN-proteinas
Sistema poliplex
Liposomas

»

En general estos métodos presentan las siguientes ventajas: son sencillos de
preparar permitiendo su produccién en forma masiva, no tienen limitaciones en cuanto al

tamafio del ADN que pueden transferir, son poco tdxicos y no son inmunogénicos. Los
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inconvenientes de estos métodos son su baja eficacia en la transfeccidén de células blanco

y que algunos de ellos sélo pueden utilizarse in vitro (Boulaiz, et al., 2005).

Los vectores no virales mas empleados han sido dos: 1.- Los liposomas catiénicos y
2.- El ADN desnudo (Benitez, et al., 2008). En el primero, la estrategia recae en las
propiedades de carga eléctrica del ADN (negativo debido a la cadena de fosfatos en la
doble hélice), en los lipidos catidnicos (carga positiva) y en la superficie celular (red de
cargas negativas). Los lipidos catidénicos interaccionan con las cargas negativas del ADN, el
exceso de cargas positivas de los lipidos permite el transporte del transgén a la célula

blanco por endocitosis y, en una menor proporcion, por fusion con la membrana celular.

En el segundo, el ADN desnudo esta constituido por un pldsmido bacteriano que
contiene el transgén a transferir y se inyecta directamente en el tejido blanco donde se

expresa sin integrarse en el genoma de la célula hospedera.

Un vector que resulta interesante es el sistema poliplex, el cual es un conjugado
de: una molécula de poli-L-lisina, un ligando para el cual las células blanco tienen
receptores de superficie y ADN plasmidico con el transgén de interés. Nuevos vectores de
este tipo también contienen un péptido fusogénico, derivado del extremo amino terminal
de la hemaglutinina HA2 del virus de la influenza y un péptido cariofilico, derivado del
virus SV40. Cuando el ligando del poliplex es reconocido por los receptores celulares
especificos, es endocitado y la expresion del transgén se da via episomal (Martinez-Fong,

et al.,, 2012).

Vectores virales

Los virus estdn constituidos por pequefios acidos nucleicos (ADN o ARN)

encapsulados en envolturas proteicas que los protegen y les permiten infectar a las
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células. Una vez en el interior de la célula, la informacion contenida en el acido nucleico
dirige la sintesis de proteinas virales, aprovechando los organelos y el aparato productor
de energia de la célula hospedera, y de este modo se generan nuevos viriones (Waehler,

et al., 2007).

Los vectores virales (tabla 2) son un sistema de transferencia de genes que se basa
en la estructura y propiedades de los virus en su forma silvestre. Para ser empleados en
terapia génica, en la mayoria de los casos, se debe eliminar su capacidad de replicacién e
introducir el transgén deseado sin modificar otras caracteristicas propias que condicionen
su eficiencia al infectar células. Algunos virus empleados en la terapia génica conservan la
propiedad de replicarse, ya sea de manera condicionada o como virus oncoliticos, estos
ultimos tienen una replicacidon selectiva en células tumorales, lisdndolas y liberando

viriones que infectan células tumorales adyacentes (Bouard, et al., 2008).

Tabla 2. Vectores virales
Adenovirus
Adenoasociados
Herpesvirus
Retrovirus
Lentivirus

Los vectores virales que se obtienen por eliminaciéon de uno o mas genes
indispensables para la replicacion del virus y su sustitucidn por el transgén terapéutico son
virus defectuosos, lo que significa que mantienen la capacidad de infectar células pero son

incapaces de multiplicarse en ellas.

Los vectores virales son los sistemas mas eficaces para transferir genes, debido a

que infectan una elevada proporcién de células blanco, es decir, poseen una elevada

eficacia de transduccion, que en algunos casos llega a ser del 100% (Waehler, et al., 2007).
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La seguridad en el uso de un vector viral constituye una preocupacion, bien porque
puede producirse una transferencia involuntaria del virus nativo patégeno, o bien porque
pueda activarse un virus patdgeno o un oncogén debido a la posibilidad de recombinacién
génica al insertarse un gen exdgeno o0 una secuencia promotora en el genoma del

huésped.

Otro punto clave a considerar es que, en la terapia génica in vivo el organismo
receptor desencadena una respuesta inmune y ésta puede eliminar el material genético a
través de la muerte de las células genéticamente modificadas. Para contrarrestar esta
reaccidn se intenta eliminar el mayor nimero posible de genes viricos del vector, con el

fin de obtener una expresién mas estable del transgén terapéutico.

El ADN del virus en un vector disefiado para terapia génica es alterado con la

finalidad de:

1.- Evitar el crecimiento del virus en las células infectadas, con excepcién de los
virus oncoliticos, pero manteniendo su capacidad para desarrollarse en forma de vector

en células auxiliares (empaquetadoras).

2.- Dar espacio en el genoma virico para la insercion de secuencias de ADN
exdgeno e incorporar nuevas secuencias que codifiquen y permitan la expresiéon

apropiada del transgén.

De esta forma, podemos considerar que el ADN del vector comprende dos
elementos: las secuencias viricas esenciales y la unidad de transcripcion del transgén.
Debido a que cualquier secuencia del virus puede ser expresada en otra célula, las
secuencias viricas no esenciales son eliminadas. Asi, un vector contendrd sdélo aquellas
secuencias esenciales del ADN del virus en cis. Las funciones virales necesarias para

permitir la replicacion del genoma del vector y la produccién de proteinas necesarias para
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el ensamblaje del virus son aportadas en trans con ayuda de células productoras (Bouard,

et al., 2008).

Los vectores virales han sido los mas usados en ensayos clinicos (Benitez y Segovia
2003. Benitez, et al., 2008). Los mas empleados han sido los vectores adenovirales,
adenoasociados, retrovirales y un género de estos ultimos, los vectores lentivirales. Este
ultimo tipo, al cual pertenece el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), tiene la
ventaja de transducir células tanto en proliferacién como a células no-mitéticas y a nivel

del SNC es de los menos inmunogénicos (Le Doux, 2008).

Vectores Adenovirales

Los adenovirus son vectores que no tienen envoltura y presentan una doble
cadena de ADN y en donde los vectores de primera generacién tenian la capacidad de
albergar transgenes de hasta 10 kilobases (kb). Estos virus no se integran al ADN gendmico
y tienen una transcripcidon episomal, la cual se va perdiendo conforme la célula prolifera.
Infectan células en mitosis y no proliferativas y son considerados una buena opcién debido
a que se obtienen en titulos virales altos, pueden ser inyectados directamente en el tumor
y tienen una alta eficiencia de transduccion (95-100%) (Benitez y Segovia 2003, Benitez, et
al., 2008). Tienen como desventajas infectar células tumorales y no tumorales, una corta
expresion del transgén y ser altamente inmunogénicos (Le Doux, 2008). Los adenovirus
denominados gutless, helper dependent o fully deleted, constituyen la Ultima generacion
de vectores adenovirales y parecen disminuir de manera significativa estas desventajas

(Morsy, et al., 1998. Morsy y Caskey, 1999).

Las terapias que utilizan este vector han sido en su mayoria las que llevan el
transgén suicida de la Timidina Cinasa del Virus Herpes Simplex (HSV-TK), los cuales son

inyectados en el tumor y posterior a la administracion de Ganciclovir (andlogo del
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nuledsido 2-deoxiguanosina) se observa un efecto inhibidor en la sintesis del ADN. Este
efecto se observa en las células infectadas y en las células adyacentes debido al probable
paso de moléculas téxicas a través de las uniones estrechas, dicho efecto también se

observa en infecciones con vectores retrovirales (Natsume y Yoshida, 2008).

Los adenovirus cuentan con cuatro unidades transcripcionales, cada una con un
promotor y la Ultima unidad transcrita codifica proteinas requeridas para la formacion del
virus. La transcripcion es secuencial, en donde los genes E1 se expresan de manera
temprana y activan la transcripcion de otros genes. La funcién de la proteina E1 es la de
inducir el ciclo celular, dejando a las células infectadas competentes para sintetizar el ADN
y proteinas virales. El gen E3 codifica funciones para detener los mecanismos de defensa
inmunolégicos de la célula infectada. El gen E2 codifica proteinas implicadas en la
replicacion del ADN. La regidén E4 codifica funciones que regulan la transcripcidn del virus

(Le Doux, 2008).

Dos tipos generales de vectores basados en adenovirus han sido empleados,
donde se suprimen las regiones E3 y E1 respectivamente. La eliminacién de la regién E3
permite la insercidon de secuencias de ADN exégeno para producir vectores capaces de
una infeccidn eficaz y lograr la sintesis transitoria de proteinas. La supresion de la regién
E1 incapacita al adenovirus y da mas espacio para albergar transgenes, asi el adenovirus

sélo es capaz de producirse por medio de células cooperadoras (Bachtarzi, et al., 2008).

En el caso de los adenovirus gutless, el genoma carece de todos los genes virales y
sélo conservan las secuencias que actuan en cis, es decir, los ITRs (Inverted Terminal
Repetitions) y la secuencia de encapsidacion. Estos virus pueden transportar material

génico exdgeno de hasta 37 kb (Morsy, et al., 1998. Morsy y Caskey, 1999).
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Vectores Adenoasociados

Los vectores adenoasociados (AAV) derivan de pequefios virus de ADN de cadena
sencilla no envueltos de la familia Parvoviridae y que requieren la colaboraciéon de otros
virus del tipo adenovirus y herpes virus para replicarse eficientemente. Estos virus se
integran en un sitio determinado del ADN de la célula hospedera (cromosoma 19 en
humanos) sin producir patologia, siendo esto una ventaja al momento de compararlos con
los retrovirus. Presentan como ventajas una expresion estable del transgén, baja
inmunogenicidad y pueden transducir células en proliferacién y no mitéticas. Estos virus
pueden integrarse al ADN de la célula hospedera o tener una transcripcién episomal y su

mayor limitante es el tamano del genoma (4.7kb) (Pulkkanen e Yla-Herttuala, 2005).

El genoma de los virus adenoasociados estd conformado por dos genes: 1) cap,
que codifica una familia de tres proteinas estructurales virales y 2) rep, que codifica
proteinas involucradas en la replicacidn e integracion. Los extremos del genoma contienen

repeticiones terminales (RT) de aproximadamente 145 nucledtidos.

Los vectores con base en AAV contienen sélo las secuencias viricas RT que
circunvalan la unidad de transcripcidn del transgén. El desarrollo de vectores AAV lleva
consigo la introduccién en la célula hospedera del vector y también de un plasmido que

codifica rep y cap para suministrar las funciones del virus (Logan y Alexander, 2012).

Vectores Retrovirales

Los retrovirus estructuralmente cuentan con una envoltura viral y un ARN
gendmico que es retrotranscrito a ADN por medio de la transcriptasa reversa. Son
empleados en la terapia génica por infectar células en proliferacién, tener una baja

respuesta inmune y lograr una expresién a largo plazo (Miller, 2001). Presentan como
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desventajas una capacidad transgénica limitada (8kb), integracion de manera aleatoria en
el ADN de la célula infectada (incrementado el riesgo de mutagénesis) y se obtienen en

titulos virales bajos.

Fueron los primeros vectores utilizados en terapia génica de multiples
enfermedades como son: el Sindrome de Inmunodeficiencia Combinada Severa (SICS),
Fibrosis quistica y en el tratamiento de distintos tipos de cdncer, entre ellos tumores del
SNC. La mayoria de los estudios que emplean este vector estan basados en el Virus de la

Leucemia Murina de Moloney (MoMLV) (Curiel, 2002).

El genoma de los retrovirus es pequeiio (10 kb) y estd conformado por tres genes:
1) gag, el cual codifica un grupo especifico de antigenos y proteinas de la cdpside; 2) pol,
que tiene la informacidn para la transcriptasa reversa, la proteasa y la integrasa; y 3) env,
gue codifica para proteinas de la envoltura viral. A los extremos del genoma se les
denomina LTRs (Long Terminal Repeats) e incluyen secuencias involucradas en la
integracion del virus al ADN de la célula infectada. El genoma viral también contiene una
secuencia necesaria para el empaquetamiento del ARN viral y otras secuencias para el

corte y empalme entre el ADN viral y el ADN hospedero (Vile, et al., 1996).

Vectores Lentivirales

Los lentivirus pertenecen a la familia Retroviridae, su genoma es mds complejo que
el MoMLV y cuentan con dos genes adicionales; tat y rev, los cuales proveen al virus con la
capacidad de transducir células postmitéticas, debido a que codifican proteinas con
caracteristicas cariofilicas (las proteinas de matriz, la integrasa y la proteina viral R) que
permiten el transporte activo del complejo nucleoprotéico formado por el ADN
bicatenario y proteinas necesarias para la integracién al nucleo de la célula hospedera

(Dishart, et al., 2003).
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El lentivirus mas empleado en la terapia génica esta basado en el VIH-1 (Benitez, et
al., 2008). Estos vectores cuentan con la capacidad de albergar transgenes
moderadamente grandes (10kb), logran una expresion estable, infectan células mitdticas y

no proliferativas y en comparacion con los retrovirus tienen un mayor grado de infeccion.

Terapia génica en enfermedades monogénicas

La terapia génica fue inicialmente concebida como tratamiento para enfermedades
genéticas causadas por mutacion de un sélo gen, de las cuales se conocen
aproximadamente 4,000 (Baranov, 2000). Las enfermedades hereditarias comprenden
trastornos de diversa indole, en los que un gen defectuoso determina que no se sintetice
una proteina especifica, o bien que se elabore una proteina anormal. En ambos casos, la
ausencia de la proteina normal o el aumento de la funcién de la proteina mutada
(enfermedad de Huntington) pueden ocasionar diversas manifestaciones clinicas, segun la
funcién estructural o enzimdtica que normalmente ejerce dicha proteina en las células.
Asi, los cuadros varian desde leves, que no necesitan tratamiento o no existe en la
actualidad (como el daltonismo), hasta enfermedades graves (como la fibrosis quistica y la
hemofilia). En términos generales, se trata de enfermedades en las que la farmacoterapia
convencional resulta poco eficaz. Soélo para algunos de estos trastornos se han
desarrollado y aplicado tratamientos basados en la sustitucidon de la proteina defectuosa
(como seria el factor VIII en el caso de la hemofilia A, o la enzima adenosina desaminasa
en el SICS). Dichos tratamientos sélo tienen una efectividad parcial para disminuir las
manifestaciones de la enfermedad y pueden llevar a graves complicaciones (Porteus et al.,

2006).
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Terapia génica en cancer

Actualmente, se sabe que las alteraciones genéticas desempeiian un papel
transcendental en la patogenia del cancer. Por una parte, los oncogenes son genes que
pueden producir la transformaciéon maligna cuando se expresan de forma inadecuada
debido a una mutacién y/o amplificacidn. Los protooncogenes son genes normales que
desempeiian un importante papel en la proliferacién y diferenciacién celular normal, pero
que son susceptibles a ser mutados y convertirse en oncogenes, provocando la aparicién
de tumores. En la mayor parte de los casos, codifican factores de crecimiento, receptores,
moléculas implicadas en las vias de transduccién de sefales y factores de transcripcién
gue regulan la expresion génica (Meng et al., 1998). Por otra parte, los genes supresores
tumorales actuan inhibiendo el crecimiento celular y estan implicados en la génesis del

cancer cuando se pierden o inactivan.

Estrategias en terapia génica del cancer

Respecto al cancer, el enfoque no va dirigido a tratar de corregir un defecto
genético, como ocurre en las enfermedades monogénicas, sino el de utilizar la
manipulacién génica para dotar de nuevas propiedades a las células, que permitan

aprovecharlas en algun aspecto de la patologia oncoldgica con fines terapéuticos.

En la actualidad, se han desarrollado distintas estrategias en la terapia génica
contra neoplasias y se estan realizando diversos ensayos clinicos para tratar diferentes
tipos de cancer como son: mama, ovario, cabeza y cuello, pulmén, préstata, células
renales, tumores cerebrales, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide crdnica,

linfomas, melanoma y mieloma multiple (Karamouzis et al., 2007).
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Las diferentes estrategias aplicadas en los ensayos clinicos realizados en terapia génica

del cancer son:
- Aumentar la actividad antitumoral de células inmunes por medio de citocinas
(interleucinas, factores de necrosis tumoral, factores estimulantes de colonias o

interferones) (Butowski, 2010).

- Aumentar la inmunogenicidad del tumor introduciendo antigenos exdgenos

(vacunas tumorales) (Van Gool et al., 2009).
- Introducir un gen “suicida” o de sensibilidad aumentada a determinados farmacos.
Se transduce el gen de una enzima (Timidina cinasa) que es activada

selectivamente por un profarmaco (Ganciclovir) (Natsume, Yoshida J, 2008).

- Bloquear la expresion de oncogenes mediante terapia antisentido (Trojan, et al.,

2007).

- Introducir genes supresores tumorales (p53) (Hamel y Westphal, 2003).

- Eliminacion de células tumorales mediante adenovirus oncoliticos (Pulkkanen vy

Yla-Herttuala, 2005).

- Transferencia de genes con efecto antiangiogénico, para inhibir la formacion de

vasos sanguineos inducidos por el propio tumor (Van Meir, et al., 2010).

- Introducir genes de resistencia a farmacos para reducir la toxicidad de la

guimioterapia, particularmente sobre la médula ésea (Lu y Shervington, 2008).
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Hoy en dia, hasta el 67% de los estudios clinicos relacionados con terapia génica son
para el tratamiento del cancer y los tumores primarios del SNC, principalmente los GBMs,
surgen como fuertes candidatos para la terapia génica, debido a que estdn localizados en
un sitio anatomico aislado (limitado por el crdneo y envuelto por las meninges) y por

presentar metastasis en raras ocasiones (Benitez et al, 2003, 2008).

Como se menciond anteriormente, el uso de la terapia génica en el campo del céncer
puede ser transfiriendo: genes involucrados en las vias de sefializacion de muerte celular;
genes que codifican una molécula téxica para el tumor y; genes supresores tumorales.
Esta transferencia génica tiene como objetivo la expresidon del transgén terapéutico
Unicamente en células tumorales, sin afectar células sanas, y tener un efecto antitumoral.
Dicho efecto se logra cuando disminuye la tasa de proliferacion del tumor y/o por la

erradicacion de células cancerosas.

Terapia génica en glioblastoma

Los adenovirus y retrovirus han sido los métodos de transferencia génica mas
empleados en este campo y principalmente han sido tres los enfoques utilizados en los
ensayos clinicos para los gliomas: 1) la terapia génica suicida; 2) la terapia génica con
citocinas y; 3) la terapia viral oncolitica. La estrategia mas empleada ha sido la terapia
génica suicida (tabla 3) y el transgén utilizado mas frecuentemente en estos ensayos ha

sido el gen de la HSV-TK.

Para el enfoque de la terapia génica con citocinas (tabla 4) se han empleado los
siguientes transgenes: IL-2, IFN-B, IL-4 y GM-CSF (Factor Estimulante de Colonias de
Granulocitos y Macrdéfagos). Sin embargo, el edema cerebral causado por la respuesta

inflamatoria genera dafio en el SNC, independientemente del vector empleado.
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Tabla 3. Ensayos clinicos empleando terapia génica suicida

Fase
ND

1/
1/
1]

Vector Transgén
Adenovirus  HSV-TK
| Adenovirus  HSV-TK
| Retrovirus  HSV-TK
| Retrovirus  HSV-TK
| Retrovirus  HSV-TK
| Adenovirus  HSV-TK
| Adenovirus  HSV-TK
| Adenovirus  HSV-TK
| Retrovirus  HSV-TK
| Adenovirus  HSV-TK
Retrovirus  HSV-TK
Retrovirus  HSV-TK
Retrovirus  HSV-TK

SM
14.4
6.2
8
8.1
7.4
14
4
10.4
8.6
4
8.4
5
12

Referencia
Immonen, et al., 2004.
Chiocca, et al., 2004.
Harsh, et al., 2000.
Ram, et al., 1997.
Sandmair, et al., 2000
Sandmair, et al., 2000.
Trask, et al., 2000.
Germano, et al., 2003.
Shand, et al., 1999.
Smitt, et al., 2003.
Prados, et al., 2003.
lzquierdo, et al., 1996.
Rainov, et al., 2000.

ND, No Disponible; HSV-TK, Timidina Cinasa del Virus Herpes Simplex; SM,
Supervivencia Media.

Tabla 4. Ensayos clinicos empleando terapia génica con citocinas

Fase
|
I
Piloto
I

Vector
Liposomas
Retrovirus
Retrovirus
Retrovirus

Transgén
IFN-B
IL-4
*B7-2, GM-CSF
IL-2, HSV-TK

SM
ND
10
ND
ND

Referencia
Wakabayashi, et al., 2008
Okada, et al., 2004
Parney, et al., 2006
Barzon, et al., 2009

ND, No Disponible; IFN, Interferdn; IL, Interleucina; GM-CSF, Factor Estimulante de Colonias
de Granulocitos y Macréfagos; * Molécula co-estimuladora de células T; SM, Supervivencia

Media.

La terapia oncolitica viral (tabla 5) usa virus de replicacion competente para

infectar y lisar a las células tumorales. El problema principal con esta terapia es el efecto

limitado en el sitio de administracion.

Tabla 5. Ensayos clinicos empleando virus oncoliticos

Fase

Vector
HSV
HSV
HSV
HSV

Transgén
Sin transgén
Sin transgén
Sin transgén
Sin transgén

SM
9
6

6.5

11.3

Referencia
Rampling, et al., 2000.
Markert, et al., 2000.

Papanastassiou, et al., 2002
Harrow, et al., 2004.

HSV, Virus Herpes Simplex; SM, Supervivencia Media.

31



Se ha observado que los retrovirus de replicacidn deficientes, utilizados en ensayos
clinicos transduciendo genes suicidas, infectan sélo a células en division. Sin embargo, su
baja eficacia en la transduccién, asi como el potencial de mutaciones por insercion, han

impedido su uso (Vile y Russell, 1995. Rainov y Ren, 2003).

Por otro lado, los vectores adenovirales logran transducir tanto a células en
proliferacion como a células en reposo y ofrecen una alta expresion del transgén, ademas
parecen ser seguros para el uso humano. La respuesta inmune, caracteristica de este
virus, puede proporcionar efectos antitumorales en el tratamiento del cdncer (Sandmair,
et al., 2000. Danthinne e Imperiale, 2000. Romano, et al., 2000. Kay, et al., 2001.). Al
mismo tiempo, los adenovirus pueden ser disefiados de diferentes maneras para
conseguir una replicacidon condicional o una expresién celular especifica (Alemany, et al.,

2000. Kanerva y Hemminki, 2004).

A pesar de que los adenovirus y retrovirus han sido los vectores mds comunmente
empleados para la terapia génica de GBM, los dos virus han tenido limitantes. Entre estas
se encuentran la baja eficacia en la transduccién cuando se utilizan retrovirus y un efecto

limitado al sitio de aplicacion en el caso de los adenovirus.

Por otro lado, existen dos problemas principales relacionados con la eficacia de las
estrategias en la terapia génica para el tratamiento de los gliomas. La primera es que los
vectores virales infectan un nimero relativamente pequefio de células, esto debido a una
difusion deficiente de los vectores virales dentro del parénquima cerebral y que causa que
sélo las células cercanas al sitio de administracion sean infectadas. También, esto se
relaciona con la posibilidad de que las células sanas se pueden infectar y expresen un gen
potencialmente dafino. El segundo problema esta dado por los vectores que integran su
transgén en el genoma de la célula infectada y pueden provocar mutaciones insercionales,
tal y como ha ocurrido con los vectores retrovirales (Anson, 2004, Kim, et al., 2008.

Hacein-Bey-Abina, et al., 2003,2008. Howe, et al., 2008).
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Una estrategia interesante para el tratamiento de los gliomas es el uso de CTNs, las
cuales son una poblacién minoritaria de células con la capacidad de diferenciarse en
cualquier linaje del SNC, tales como neuronas y células gliales. Estas células se encuentran
en dos regiones del cerebro humano adulto: en el giro dentado del hipocampo y en la

zona subventricular (Landgren, et al., 2010. Hirabayashi, et al., 2010).

Estudios recientes han descubierto que las CTNs tienen la capacidad de migrar
hacia tumores cerebrales y este tropismo proporciona una nueva herramienta para el
tratamiento del GBM, ya que permite la administracién de agentes antitumorales para
tratar el tumor primario, asi, como para el tratamiento de los tumores satélites, siendo

estos uUltimos caracteristicos de la enfermedad (Uhl, et al., 2005. Muller, et al., 2006).

Varias terapias basadas en el uso de CTNs han sido propuestas, incluyendo la
liberacion de moléculas en sitios especificos del SNC, aumentando asi la eficiencia de su
liberacidn, usando estas células como vehiculo de genes que expresen una proteina con
efecto terapéutico (figura 1). Si la proteina portadora es secretable, puede ejercer su
accion sobre las células cancerosas de una manera autocrina y paracrina (Kim, et al.,

Hingtgen, et al., 2004. Menon, et al., 2009).

Significativamente, el vector usado para la terapia génica de los tumores del SNC

debe lograr la expresion especifica en las células blanco, evitando asi efectos adversos.

Por esta razon, se deben encontrar vectores que sean mas especificos.
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Figura 1. Representacion esquematica de la utilizacion de CTNs como vehiculo de transgenes con
efecto antitumoral. Las CTNs que expresan un transgén terapéutico, el cual codifica para una
molécula secretable y soluble (MS), pueden ser implantadas en el cerebro (o administradas
sistémicamente) y migrar hacia un GBM, donde liberaran la molécula activa. CTNs, Células
Troncales Neurales; MS, transgén que codifica para una Molécula Soluble; GBM, glioblastoma.

Gasl como proteina terapéutica

Una proteina con potencial para el tratamiento de los GBMs es Gasl (Growth
Arrest Specificl), la cual es capaz de detener el ciclo celular e inducir apoptosis en células

de glioma.

Gasl pertenece a un grupo de 6 genes que fueron aislados originalmente por
hibridacién sustractiva de una biblioteca de ADN complementario de fibroblastos de ratén
privados de suero (Schneider, et al., 1988). En los seres humanos, Gas1 estd localizado en
el cromosoma 9 y tiene un sélo exdn, por lo que se cree proviene de un retrotransposoén

(Hatinen, et al., 2007). Tiene un marco de lectura abierto (ORF) de 1035 pares de bases

(pb).
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El producto del gen Gasl es una proteina de 345 aminoacidos con un dominio N-
terminal hidrofdbico, el cual funciona como péptido sefal que guia a GAS1 al reticulo
endoplasmatico. Ahi, el péptido sefial es escindido, el resto de la proteina es glicosilada, y
un ancla de GPI es adherida al extremo C-terminal. Todo esto mediante modificaciones
postraduccionales en el dominio C-terminal hidrofébico (Figura 2). Finalmente, Gasl se
localiza extracelularmente y la molécula de GPI une a Gasl1 a las balsas lipidicas en la capa

externa de la membrana celular (Ruaro, et al., 2000. Stebel, et al., 2000).

10 20 30 40 50 60
MVAALLGGGG EARGGTVPGA WLCLMALLQL LGSAPRGSGL AHGRRLICWQ ALLQCQGEPE

70 80 90 100 110 120
CSYAYNQYAE ACAPVLAQHG GGDAPGAAAA AFPASAASFS SRURCPSHCI SALIQLNHTR

130 140 150 160 170 180
RGPALEDCDC AQDENCKSTK RAIEPCLPRT SGGGAGGPGA GGVMGCTEAR RRCDRDSRCN
fi [}
b 190 200 210 220 230 | 240
LALSRYLTYC GKVFNGLRCT DECRTVIEDM LAMPKAALLN DCVCDGLERP ICESVKENMA

250 260 270 280 290 300
RLCFGAELGN GPGS5GSDGG LDDYYDEDYD DEQRTGGAGG EQPLDDDDGY PHPPRPGSGA

310 320 330 340
AASGGRGDLP YGPGRRSSGG GGRLAPRGAW TPLASILLLL LGPLF

Figura 2. Secuencia de aminoacidos de Gasl. La proteina estd compuesta por 345 aa, donde el
péptido sefial va del aa nimero 1 al 39. La secuencia consenso de reconocimiento para la adhesion
del ancla GPI va del aa 318 al 345. La regién sombreada en amarillo comprende la forma madura
de la proteina (aa 40 al 317) y la linea roja abarca el sitio activo (aa 182 al 234).

Gasl es expresada durante el desarrollo del SNC y esta asociada con muerte celular
en el sistema limbico (Lee y Fan, 2001). Sin embargo, Gas1 induce proliferacidn celular en
el cerebelo (Liu, et al., 2001). Por lo tanto, la funcién molecular de Gasl in vivo sigue sin
conocerse. Los efectos contradictorios de Gasl en diferentes escenarios celulares sugieren
gue Gasl es una proteina pleiotrdpica, cuyas funciones dependen del contexto celular en

el que se encuentre.
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Las vias de sefalizacion intracelular de Gasl no han sido completamente
elucidadas, sin embargo, se ha mostrado que existe una homologia significativa entre
Gasl y la familia de receptores GFRa (correceptor para el Factor Neurotrdéfico Derivado de
linea celular Glial, GDNF) (Schueler-Furman, et al., 2006) (Figura 3). Asi, Gasl inhibe la

sefializacion de supervivencia evocada por GDNF.

GFRa-1 GFRa-2 GFRa-3 GFRa-4 Gasl
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Figura 3. GFRal-4 y Gasl. Los receptores GFRal-4 y Gasl se anclan a la capa externa de la
membrana celular mediante una molécula GPI. En azul marino se muestran los dominios D3 que
son homodlogos con el dominio D-C de Gasl. En azul claro se observan los dominios D2, los cuales
son homologos con el dominio D-N de Gasl. (Modificado de la tesis doctoral de Dominguez-
Monzdén, 2009).

Gasl altera el patron de autofosforilacion de Ret (receptor tirosina cinasa),
inhibiendo la actividad de AKT. La inhibicion en la cascada de sefializacidn intracelular de
GDNF conduce a la detencion del ciclo celular e induce apoptosis mediada por la
activacion de la caspasa-9 y caspasa-3 (Lopez-Ramirez, et al., 2008. Zarco, et al., 2012)

(Figura 4).

Por otro lado, existen datos que indican que Gasl interactia con Shh (Sonic
hedgehog), una proteina relacionada con proliferacion celular durante la embriogénesis.
Los estudios iniciales habian propuesto a Gasl como un antagonista de Shh (Lee, et.,
2001), pero estudios mas recientes han demostrado que Shh y Gasl tienen un efecto

sinérgico durante el desarrollo y que cuando esta interaccion se ve alterada se asocia con
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malformaciones craneofaciales, tanto en roedores como en humanos (Allen, et al., 2007.

Martinelliy Fan, 1y 2, 2007. Ribeiro, et al., 2010. Pineda-Alvarez, et al., 2012).
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Figura 4. Gasl interviene en la via de seiializacion de Ret. En la mitad izquierda de la imagen se
observa la via de sefalizacidn de Ret cuando es dimerizada por la unién de GDNF a su GFRa, esta
via da como resultado sobrevivencia celular y proliferacidn. En la mitad derecha de la imagen, se
observa que la presencia de Gasl da como resultado la inhibicién en la autofosforilacidon de Ret,
en su tirosina 1062, cuyo resultado final es la apoptosis mediada por via mitocondrial (caspasa-9)
(Tomado de Zarco, et al., 2012).

Survival
Proliferation

Apoptosis

Gasl, junto con las proteinas Boc y Cdo, actia como un correceptor putativo que
se une a Shh y facilita su via de sefializacion (Allen, et al., 2011) (figura 5). Sin embargo,
Gasl induce la detencién del ciclo celular y apoptosis en cultivos primarios de gliomas
humanos, aun en la ausencia de Shh (Dominguez-Monzén, et al., 2009). También, en
ratones knockout para Gasl, se ha visto que a nivel del tracto gastrointestinal, durante el
desarrollo, la ausencia de Gas1 desencadena un aumento en la via de sefializacidon de Ret

y una disminucién en la via de Shh (Biau, et al., 2013).
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Diversos estudios han demostrado que la sobreexpresion de Gasl en diferentes
tumores induce la detencién del ciclo celular y apoptosis (Evdokiou, et al., 1998. Gobeil, et
al., 2008). La sobreexpresion de Gasl en lineas celulares de glioma y en cultivos primarios
de gliomas humanos, ya sea utilizando vectores retrovirales o adenovirales, tanto in vitro
como en modelos in vivo, induce la detencidn del ciclo celular y apoptosis (Zamorano, et

al., 2003, 2004. Benitez, et al., 2007. Dominguez-Monzén, et al., 2009).

Interesantemente, uno de estos estudios analizd el efecto de la coexpresidén de Gasl y
p53, y demostré que Gasl ejerce sus efectos antitumorales independientemente de la
presencia de p53 (Benitez, et al., 2007). Este ultimo dato es importante debido a que en la
mayoria de los tumores, hasta 75% en el caso de los glioblastomas (Facoetti, et al., 2008),
los genes implicados en la via de sefializacién de p53 estan mutados o inactivados. Por lo
tanto, la actividad antitumoral de Gasl, aun en la ausencia de p53, indica que esta

proteina podria tener un efecto significativo en la mayoria de los gliomas.

En estos estudios, los vectores empleados tenian a el promotor gfa2, un promotor

especifico de células gliales, para conducir la expresion de Gasl, consiguiendo asi una
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expresion especifica en células de origen glial, esto en comparacion con otros estudios
que utilizan fuertes promotores virales heterdlogos, tales como el promotor del

Citomegalovirus (CMV) (Shirsat, et al., 2003. Biglari, et al., 2004).

Se ha demostrado que el efecto antitumoral de Gasl reside en su extremo amino
terminal, en particular en el dominio comprendido entre los aa 182 al 234. Ademas, el
medio de cultivo recolectado de fibroblastos de ratéon tratados con Fosfolipasa C (PLC),
una enzima que rompe el enlace fosfo-glicerol del ancla GPI de GAS1, aplicado sobre
fibroblastos en proliferacién, induce una disminucién de la misma en cultivos celulares
independientes. Por otro lado, la expresién de Gasl sin su ancla GPI mantuvo su actividad
inhibidora sobre la proliferacion celular (Ruaro, et al., 2000. Stebel, et al., 2000). Estos
estudios indican que la actividad de Gasl reside en su extremo amino terminal y que el

ancla GPI no es necesaria para su funcion.

Basandose en esta informacién, como proyecto de maestria se llevd a cabo la
construccion de cuatro plasmidos de expresion en células eucariotas; dos con la
informacién para Gasl secretable (tGasl, con la secuencia de reconocimiento para la
adhesion del ancla GPI truncada) y dos con la informacion completa para Gas1 (con la
secuencia de reconocimiento para la adhesién del ancla GPI), de cada uno de las formas

de la proteina, una estaba fusionada al epitope V5 (Figura 6).

Cada uno de los plasmidos fue transfectado en células C6 (GBM de rata) y se

cuantificd la viabilidad celular, observdndose una disminucion de la misma, pero el efecto

fue mayor en las células que expresaron la forma completa (figuras 7-9).
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Figura 6. Representacion esquematica de las
diferentes formas de Gasl. Gasl,
corresponde a la proteina completa, con el
ancla GPI, e incluye hasta la Fenilalanina
(Phe) 345. tGasl, corresponde a la proteina
truncada o forma soluble, sin el ancla GPI, e
incluye hasta la Arginina (Arg) 315. Las
proteinas de fusién para cada una de las
formas contienen el epitope V5 (Gasl-V5 vy
tGas1-V5) (Lopez-Ornelas, et al., 2011).
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Figura 7. El efecto supresor en la proliferacion en las células C6 transfectadas es mayor con Gas1.
Numero de células C6 viables a las 48 horas postransfeccidn, donde se observa que el menor
numero de células fue en las células que expresaron Gasl con el GPl y Gasl con el GPI mas el
epitope V5. Control, células C6 sin transfectar; Lipofectamina, células C6 tratadas sélo con
Lipofectamina 2000; Gasl y Gas1-V5, células transfectadas con cada uno de los pldsmidos con la
secuencia completa de Gasl, sin y con epitope V5, respectivamente y; tGasl y tGas1-V5, células
transfectadas con cada uno de los plasmidos con la secuencia truncada de Gasl, sin y con epitope
V5, respectivamente. Los datos representan la media + del error estandar. **P<0.01 y ***P<0.001,
con respecto al control, n = 5. (Modificado de Lépez-Ornelas, et al., 2011).
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células C6 infectadas. RT-PCR de las células
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control, sin transfectar, y sometidas con
Lipofectamina no expresaron Gasl o tGasl.
p-actina, gen de mantenimiento.
(Modificado de Lopez-Ornelas, et al., 2011).
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Figura 9. Presencia de la proteina tGas1 en células C6 transfectadas. Western blot contra Gasl de
las proteinas aisladas de las células C6 transfectadas. El control y las células sometidas con
Lipofectamina no expresaron la proteina. tGasl presentd un peso menor que Gasl (-3kDa). Los
epitopes V5 aumentaron el peso de la proteina en aproximadamente 1.2kDa. SHSY-5Y, linea
celular que al privar de suero expresa Gasl (control positivo). B-actina, control positivo de carga.
(Modificado de Lopez-Ornelas, et al., 2011).

Posteriormente, el medio de cultivo de cada una de las condiciones fue
recolectado y aplicado como medio condicionado a células C6 en proliferacién y se
observé que a las 48 horas de tratamiento, la proliferacion fue menor en las células que

recibieron el medio con tGasl, esto a distintos volimenes de medio (Figura 10).
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Figura 10. tGasl, con y sin epitope V5, en el medio condicionado disminuye la viabilidad celular.
Porcentaje de células viables, a las 48 horas de tratamiento con el medio condicionado,
normalizado en funcién de las células control. El menor porcentaje de células viables, a distintos
volumenes de medio condicionado, fue en presencia de tGasl con y sin epitope V5. Control,
células C6 que reciben el medio de las células C6 sin transfectar; Lipofectamina, células C6 que
reciben el medio de las células C6 tratadas sélo con Lipofectamina 2000; Gasl y Gas1-V5, células
C6 que reciben el medio de las células C6 transfectadas con cada uno de los plasmidos con la
secuencia completa de Gasl, sin y con epitope V5, respectivamente y; tGasl y tGas1-V5, células C6
que reciben el medio de las células C6 transfectadas con cada uno de los plasmidos con la
secuencia truncada de Gasl, sin y con epitope V5, respectivamente. Los datos representan la
media + del error estdndar. **P<0.01 y ***P<0.001, con respecto al control, n = 3. (Modificado de
Léopez-Ornelas, et al., 2011)

Al momento de realizar la construccion de dos lentivirus, uno con la secuencia de
tGas1 y otro con la secuencia de tGas1-V5, e infectar células C6 en proliferacion y el medio
de cultivo, de 48 horas, recolectarlo y aplicarlo como medio condicionado por 48 horas a
cultivos de C6 independientes, se observé que la viabilidad disminuia mas en las células
que recibian el medio condicionado en comparacién con las infectadas. También se

observé que el efecto era mayor con tGasl sin la presencia del epitope (figura 11).

Con los resultados de maestria, se pudo concluir que el efecto ejercido por tGasl

en la viabilidad de células C6 era de manera autocrina y paracrina.
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Figura 11. tGasl disminuye la viabilidad celular de manera autocrina y paracrina. A) células C6 a
las 48 horas postinfeccién con un lentivirus con tGasl a distintos MOls y células que reciben el
medio condicionado, por 48 horas, de las células C6 infectadas de cada una de las condiciones. B)
mismo protocolo que en la gréafica anterior pero empleando un lentivirus con tGasl-V5. MOI,
Multiplo de Infeccion; Polybrene (Invitrogen), es un dimero catidonico empleado para facilitar la
infeccion. Los datos representan la media * del error estandar. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001,
con respecto al control, n = 3. (Modificado de Lépez-Ornelas, et al., 2011).

Relevancia de un vector lentiviral de expresion regulable con tGas1

Debido a que el efecto de Gasl esta dado por su extremo amino terminal, el uso
de un vector lentiviral con la secuencia tGas1 (sin la secuencia consenso para la adhesion
del ancla GPI) expresa una proteina secretable, la cual tiene la capacidad de estar libre y
ejercer su accidn excitotdxica en la célula infectada y otras adyacentes, lo cual favorece su

efecto inhibitorio en la viabilidad celular.

Los problemas que surgen con estos vectores son su inespecificidad al momento de
transducir a las células, donde células no enfermas son infectadas, y el control de su
expresion. Para minimizar el primer inconveniente surge la posibilidad de infectar CTNs
con el transgén de interés, utilizando estas células como vehiculo (Kendall, et al, 2008) y
en el caso de tener una proteina secretable, ésta ejercera su accion sobre las células

cancerosas de manera autocrina y paracrina.
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Para mitigar el segundo problema, existen vectores lentivirales de expresion
regulable, los cuales tienen en la regién promotora un operador que puede ser inhibido
por una proteina represora, ésta Ultima estd presente debido a que se infecta con un
lentivirus, que contiene el transgén represor (TR), en la célula transducida con un
lentivirus de expresion regulable. La proteina represora sélo puede ser secuestrada por
una molécula en particular, en la mayoria de los casos por Tetraciclina (Tet). Con estos
vectores se logra una expresion del transgén en el sitio anatémico de interés y en el

momento deseado por el investigador.

En el caso de tGasl estos vectores lentivirales podran ser empleados en dos
circunstancias: la primera es con la inyeccidn directa del lentivirus con tGas1 en un tumor,
y por otro lado, coinfectar CTNs con el lentivirus con tGas1 y su elemento represor, estas
células pueden ser administradas via torrente sanguineo o por microinyeccidon en zonas
aledafias a un GBM implantado y esperar a que migren hacia el tumor, ya ahi, administrar

Tetraciclina para inducir su expresion.

Estas estrategias plantean utilizar a Gasl como molécula terapéutica

proapoptdtica cuyo efecto serd localizado en las células tumorales y en las adyacentes.
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Justificacion

Casi la mitad de los tumores primarios del SNC son gliomas y la forma mas maligna
de estos es el GBM, el cual tiene como caracteristica infiltrarse agresivamente en el

parénguima cerebral.

Los tratamientos actuales para GBM incluyen: la reseccidon quirdrgica, la
guimioterapia y la radioterapia, pero incluso después de las terapias combinadas, el
prondstico sigue siendo muy pobre y con una supervivencia media de aproximadamente

afo y medio después del diagnéstico.

A pesar de que el conocimiento con respecto a la base genética y a las vias de
sefializacion moleculares implicadas en el origen y la progresion de los GBMs ha
aumentado significativamente en los ultimos afios, permitiendo la generaciéon de nuevos
agentes quimioterapéuticos que se utilizan junto con sofisticadas técnicas quirdrgicas y de

radiacion, nuevos enfoques terapéuticos son necesarios para el tratamiento del GBM.

La terapia génica parece ser una estrategia adecuada para el tratamiento de los
GBMs, debido a que permite el suministro de genes terapéuticos a estos tumores, los
cuales tienen como caracteristica el no metastatizar. Por otro lado, una nueva
herramienta en el tratamiento del GBM se ha dilucidado y ésta es mediante el uso de
CTNs, las cuales presentan un tropismo innato hacia células tumorales y pueden ser

empleadas como vehiculo de moléculas terapéuticas.

Los estudios con Gasl han mostrado tener un efecto antitumoral en modelos in
vitro e in vivo de GBM, esto debido a que evita que las células entren a la fase S del ciclo
celular e induce apoptosis, lo cual la hace una molécula con gran potencial en la terapia

contra esta enfermedad.
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Los resultados obtenidos durante el proyecto de maestria indican que Gas1 soluble
(tGasl), sin la secuencia consenso para la adhesidon del ancla GPI, tiene efecto en la
viabilidad celular del GBM, tanto de manera autocrina como paracrina, pero existe la
necesidad de valorar sobre qué mecanismos son los efectos de esta proteina y si puede

ser aplicada en modelos in vivo de GBM.

Este proyecto plantea valorar el efecto antitumoral del extremo N-terminal
secretable de Gasl en una linea celular derivada de GBM de rata, tanto in vitro como in

Vivo.

Esta proteina secretable se logrard expresar debido a la construccién de vectores
lentivirales de expresidn regulable que contienen la informacidén para codificar el extremo
amino de Gasl. Dicho vector tiene la secuencia de gasl desde el sitio de inicio en la
transcripcion hasta el triplete que codifica para la Arginina 315, sin incluir la informacién

para la Serina 316 (sitio de inicio para la secuencia consenso del ancla GPI) en adelante.

Con este vector infectaremos células C6 y cuantificaremos si el efecto de tGasl es
por disminucion de la proliferaciéon celular, induccidn a la apoptosis, o ambas. También se

valorara su actividad antitumoral en un modelo in vivo de GBM.

Ademas, se implementard un sistema de terapia génica ex vivo, donde
coinfectaremos este vector, junto con un lentivirus que contiene un elemento represor de
la expresion, CTNs humanas y valoraremos la migracién que puedan tener dichas células
hacia células tumorales y que tanto se podran utilizar como vehiculo de una forma

secretable y regulable de Gas1.
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Hipotesis

La sobreexpresion de tGasl tendra un efecto antitumoral en modelos de GBM,

tanto in vitro como in vivo.

La coinfeccion de un lentivirus con la secuencia para expresar la forma secretable
de Gasl y el elemento represor de su expresion en CTNs, hard que estas ultimas
transporten tGasl hacia células tumorales cerebrales, ya ahi, la expresién sera
controlada por el uso de Tetraciclina y se observara una disminucidon en la

proliferacién del tumor.
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Objetivos

Generales

® Cuantificacién in vitro e in vivo del efecto inhibitorio en la proliferacion celular e

inductor de apoptosis del extremo amino secretable de Gas1 (tGas1).

® El empleo de células troncales neurales humanas (CTNs) como transporte de una

forma secretable y regulable de Gas1 hacia tumores del SNC en ratones desnudos.

Especificos

In vitro

® |nvestigar si la infeccion con tGasl disminuye la proliferacién en células de GBM.

® |nvestigar si la infeccion con tGasl induce apoptosis en células de GBM.

® Elaborar una linea estable de células C6 que contengan el elemento represor de la

expresion y la forma secretable de Gasl.

® Obtener el numero de copias virales de la linea celular estable.

® Obtener la dosis de Tetraciclina inductora de la expresion de tGasl en la linea

celular estable.

® Comprobar la expresion del transgén y la presencia de la proteina en la linea

celular estable y medio condicionado, respectivamente.
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In vivo

® |nvestigar el efecto inhibidor tumoral in vivo de tGasl en GBM.

® Comprobar la regulacion transcripcional de tGasl in vivo.

® Demostrar la expresién génica y proteica de tGasl en los tumores implantados.

CTNs
® Implantar células derivadas de GBM en un hemisferio cerebral de ratones
desnudos y la posterior implantacién de CTNs coinfectadas con tGasl y un

elemento represor de la expresidon en el hemisferio cerebral contralateral.

® Administraciéon de Tetraciclina al momento que las CTNs migren hacia el tumor

para inducir la expresién de tGasl.

® |nvestigar el efecto antitumoral posterior al tratamiento con CTNs.
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Metodologia

Linea celular de GBM

Se empled la linea C6 de GBM, desarrollada por la administracion repetida de
metilnitrosourea en ratas adultas Wistar-Furth, la cual se obtuvo de la compaiiia ATCC
(CCL-107). Las células se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle’s
Medium)/F12 (Invitrogen) suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10% vy
antibidticos (Penicilina 100 U/ml y Estreptomicina 100 mg/ml) (In Vitro). Este ultimo

medio fungié como medio de crecimiento para las células Cé6.

Cuantificacion de la viabilidad celular

Se realizé mediante la técnica de azul de tripano (Sigma-Aldrich), la cual excluye a
las células vivas de las muertas dependiendo de la integridad de la membrana celular. Las
células sometidas a dicha técnica fueron despegadas de su caja de cultivo, empleando
Tripsina (Invitrogen), y resuspendidas en 1 ml de medio, posteriormente se tomaron 10 pl
y fueron resuspendidos en 80 pul de medio y 10 pl de azul de tripano y se dejé incubar por
3 minutos. La solucién con las células fue colocada en una camara de Neubauer y se
contaron las células viables (blancas) y no viables (azul) empleando la siguiente férmula;
Células viables / ml = (células sin tefiir) (10) (10,000), en donde, el 10 corresponde al factor

de dilucién y el 10,000 corresponde al volumen de la cdmara de Neubauer.

Infeccion de células C6 con los lentivirus con el transgén tGas1

Para los experimentos in vitro, las células C6 fueron sembradas a una densidad de

1 x 10° en cajas de 60 mm y se esperd a que alcanzaran una confluencia del 30-50%,
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posteriormente se infectaron con un lentivirus con tGasl (tesis de maestria de Ldpez,
2007), con un MOI (Multiplo de Infeccidn) de 1-10 en la presencia de Polybrene (Sigma-
Aldrich), 6 pug/ml, y a las 24 horas el medio de cultivo fue cambiado por medio fresco.
Otros cultivos de células C6 fueron infectadas con un lentivirus con tGas1-V5 (tesis de
maestria de Lépez, 2007), este transgén contiene la informacidon para expresar una
proteina tGas1 fusionada al epitope V5. A las 48 horas el medio de cultivo fue recolectado,
filtrado (membranas de 0.22 um, Millipore) y aplicado como medio condicionado a células
C6 sembradas a una densidad de 5X10° en cajas de 35 mm y se dejé el tratamiento por 48
horas. La viabilidad celular, tanto de las células infectadas como de las células que

recibieron el medio condicionado, fue evaluada con la técnica de azul de tripano.

La estrategia de emplear una proteina Gasl fusionada al epitope V5 se realizo, ya
que en el caso de estudios in vivo uno podria distinguir la expresién de Gas1 exdgeno del

endogeno.

Incorporacidn de BrdU (Proliferacidon celular)

Posterior a las 48 horas, las células C6 infectadas y las que recibieron el medio
condicionado fueron incubadas con 50 mM de BrdU (Bromodesoxiuridina o 5-bromo-2-
desoxiuridina, el cual es un nucleétido sintético analogo de la timidina) (Roche) durante 6
horas a 37°C. Un kit de tincion de BrdU (Invitrogen) fue utilizado segun las instrucciones

del fabricante:

1. Sefijaron las células con 70% de alcohol por 30 minutos a 4°C.
2. Se incubd a las células con la solucién desnaturalizante por 30 minutos, después se
lavaron las muestras con PBS (“Buffer” fosfato salino al 1% en H;0, pH 7.4) (2 min,

3 veces).
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Se aplicd la solucién de bloqueo por 10 minutos y se incubd a temperatura
ambiente.

Se incubd con el anticuerpo de ratdn biotinilado anti-BrdU a temperatura
ambiente por 60 minutos, posteriormente se lavaron las muestras con PBS (2 min,
3 veces)

Se incubd por 10 minutos con el anticuerpo contra la Estreptavidina-Peroxidasa a
temperatura ambiente y se lavaron las muestras con PBS (2 min, 3 veces).

Se dejé incubando con la Diaminobencidina (DAB) por cinco minutos y se lavaron
las muestras 3 veces con agua destilada.

Se contratifieron las células con hematoxilina durante dos minutos y se lavaron con
agua destilada 3 veces.

Se montaron los cubreobjetos con Vickel y fueron observados al microscopio de

campo claro (Olympus Bx-51).

Posteriormente, la proliferacién celular fue analizada contando las células que

incorporaron BrdU, un total de 200 a 300 células por laminilla fueron examinadas.

Ensayo de apoptosis

El nimero de células que sufrieron apoptosis fue determinado mediante la deteccién

de TUNEL (Marcacion de Cortes Terminales con dNTP-biotinilados mediada por TdT)

(ROCHE). Se realizé el ensayo a las 48 horas en las células infectadas (con el lentivirus con

tGasl y tGasl-V5) y en las que recibieron el medio condicionado por 48 horas.

Brevemente:

1.

Con las células en los cubreobjetos, se empled la solucidn fijadora por una hora a
temperatura ambiente y posteriormente se lavd con PBS (2 min, 3 veces).
Se incubd con la solucién de bloqueo por 10 minutos a temperatura ambiente y se

lavd con PBS (2 min, 3 veces).
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3. Se incubd con la solucidon permeabilizadora en hielo por 2 minutos y se lavd con
PBS.

4. Se incubd con la mezcla de TUNEL (TdT y fluoresceina-dUTP), a 37°C por una horay
en la oscuridad y se lavaron las muestras con PBS.

5. Se observaron las muestras al microscopio de epifluorescencia (Olympus Bx-51),

donde se contaron veinte campos de tres experimentos independientes.

Obtencién de una linea estable de C6 con un elemento represor de la expresion (TR) y la

forma secretable de Gasl (tGas1)

La obtencion de una linea C6 estable se realiz6 mediante la primoinfeccién de
células C6, sembradas a una confluencia del 30-50% en cajas de 60 mm, con un lentivirus
con la secuencia del elemento represor de la expresion (TR) (tesis de maestria de Lépez,
2007) empleando un de MOI de 10y la posterior seleccién de las células transducidas con
Blasticidina (Invitrogen), 5 ug/ml, en el medio de cultivo durante dos semanas, se realizé
cambio de medio cada tercer dia para evitar la degradacion del antibiético de seleccion. La
linea celular estable obtenida posteriormente fue transducida con un lentivirus con la
secuencia de tGas1 (MOI de 10) y las células infectadas fueron seleccionadas con Zeocina

(Invitrogen), 100 pg/ml, y Blasticidina durante dos semanas.

Obtencion de la dosis de Tetraciclina inductora de la expresion de tGasl en la linea C6

estable

La linea celular estable se sembrd a una densidad de 1 x 10° en cajas de 60 mm con

medio de crecimiento, a las 24 horas se le administrd Tetraciclina a una dosis de 1 o 2

pug/ml y a las 48 horas se le cuantificé la viabilidad celular. EI medio de cultivo fue
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administrado como medio condicionado a células C6 en proliferacion y se cuantifico la

viabilidad celular de cada una de las dosis a las 24, 48 y 72 horas.

Cuantificacién de apoptosis y disminucion de la proliferacion celular en la linea C6

estable

La linea celular estable fue cultivada en medio de crecimiento con antibiéticos de
seleccidn (Blasticidina y Zeocina). Se sembraron 1 x 108 células en cajas de 60 mm y se
dejaron crecer por 48 horas en presencia de Tetraciclina, 2 pug/ml, para posteriormente
realizarles los ensayos de TUNEL e incorporacién de BrdU. El medio de cultivo fue
recolectado y aplicado como medio condicionado a células C6 que fueron sembradas a
una densidad de 5 x 10° en cajas de 35 mm. A las 48 horas también se realizaron los

ensayos de TUNEL e incorporaciéon de BrdU.

Comprobacion de la expresion del transgén y de la proteina

RT-PCR

Se aislé el ARN por técnica de Tripure (Invitrogen) a las células tanto transfectadas
como infectadas y dicho ARN fue transcrito a ADN por medio de la Transcriptasa Reversa

M-MLV (Invitrogen). Bajo el siguiente protocolo.

1. Se mezclaron los siguientes componentes en un tubo de microcentrifuga:

1 ul oligo (dT)
1 ul (5ug) de ARN total
1 ul 10 mM dNTP Mix
8 ul de H,0 destilada
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2. Se calentd la muestra a 65°C por 5 minutos y posteriormente se colocd en hielo. Se
le afiadid 4 pl del 5X First-Strand Buffer, 2 ul 0.1 M DTT y un 1 pl de RNaseOUT
(Inhibidor de ribonucleasa).

Se incubd por 2 minutos a 37°C.

Se afiadié 1 pl (200 unidades) de M-MLV TR y se incubé por 10 minutos a 24°C.

Se incubd por 50 minutos a 37°C.

o v A~ w

Se inactivd la reaccion incubando a 70°C por 15 minutos.

Para la amplificacion del transgén tGas1 se emplearon los siguientes oligonucledtidos:

Sentido: 5'- CACCGCGATGGTGGCCGC -3’
Antisentido: 5"- ATACCCGGACCCGCGTCC -3’

Bajo las siguientes condiciones en el termociclador (Axygene) y esquema de reactivos:

Reactivo Cantidad

ADNCc 2.0 ul (50ng)
Buffer 10X 5.0 ul

dNTPs 0.5 ul (25 mM)
Oligonucledtido sentido 1.0 ul (200 nM)
Oligonucledtido antisentido 1.0 ul (200 nM)
Agua 33.5 ul

MgCl, 1.5 ul (1.5 mM)
DMSO 5.0 ul

Taq polimerasa 0.5 pl (1 unidad)

Condiciones de PCR en el termociclador.
94°C/ 5minutos unciclo
94°C/ 1 minuto 35 ciclos
62°C/ 1 minuto
72°C/ 1 minuto

72°C/ 10 minutos un ciclo
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Western blot

La extraccion de proteinas se realizo siguiendo el manual del Kit comercial TriPure. La

cuantificacion de proteinas fue hecha por el método de acido bicinconinico (Pierce) en

placas

de ELISA con una lectura de absorcion de 540nm. La técnica que se empled se

enlista a continuacion:

w 0 N o WU

10.
11.

12.

13.

14.

Se lisaron las muestras, se centrifugaron 5 minutos a 1500 rpm y se recolectd el
medio.

Se afiadi6 el buffer de carga; 200 microlitros de muestra y 100 microlitros de buffer
4x.

Se afadid DTT y B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), para reducir los enlaces
disulfuro existentes.

Se guardaron las muestras a -20 ° C. Se mantuvieron a cuatro grados durante la
manipulacion.

Se preparé un gel de poliacrilamida (Sigma-Aldrich) al 10%.

Se calentaron las muestras 5 minutos a 90°C.

Se cargaron las muestras en el gel.

Realizamos la electroforesis y corrimos el gel con un buffer de tris-glicinaa 120 V.
Se realizé la transferencia hacia la membrana de nitrocelulosa (BIO-RAD).
Posteriormente se hizo un electroblotting a 400 amp.

Se aparto la membrana.

Se hizo un lavado de la membrana usando TBS (“Buffer” Tris, con HCL, salino al 1%
en H.0, pH 7.4).

Se bloqued la membrana con suero de leche descremada al 5 por ciento durante
una horaa 37°C.

Se afiadio el anticuerpo primario policlonal de Gas1 (Proscience) (Zamorano, et al,
2003) a una dilucion de 1:200 y se incubd por 12 horas a 4°C.

Se lavo con solucion TBS.
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15. Se afiadié el anticuerpo secundario (anticonejo) (Jackson ImmunoResearch) a una
dilucién de 1:4000 y se incubd por 1 hora a temperatura ambiente.

16. Se lavo con solucidn TBS.

17. Se reveld con el Kit comercial ECL (PerkinElmer) y con placas para revelado Kodak
(Ortocromatica tipo 3).

18. Se analizaron las placas en el transiluminador UV, BioDoc-It (UVP) y las fotografias

fueron tomadas empleando el programa LabWorks (Biolmaging Systems).

Inmunocitoquimica

Se sembraron 1 X 10° células estables productora de tGasl en cajas de 60 mm y se
dejé que alcanzaran una confluencia del 80-90%, posteriormente fueron divididas en tres
grupos: uno recibié Tetraciclina, el segundo no recibié Tetraciclina y el ultimo grupo
consistié en células C6 no transducidas. Después de 48 horas en cultivo, las células fueron
fijadas con 4% de p-formaldehido preparado en PBS (pH7.4) e incubadas durante 12 horas

con el anticuerpo primario policlonal contra Gas1 (ProSci) a una dilucién de 1:200.

El anticuerpo secundario empleado era un biotinilado anti-conejo (Vector
Laboratories) a una dilucion de 1:300 y se incubd por una hora. La proteina fue revelada
con fluoresceina estreptavidina (Vector Laboratories) a una dilucién de 1:200 durante 50
minutos y las células fueron contratefiidas con DAPI (4,6-diamidino-2-fenildindol) (Vector
Laboratories) para visualizar los nucleos. Las células se observaron al microscopio de
epifluorescencia (Olympus Bx-51) y las fotografias fueron tomadas empleando el

programa Image-Pro Plus version 4.5 (MediaCybernetics).

Como control positivo y negativo se emplearon células SH-SY5Y (neuroblastoma

humano) en la presencia y ausencia de suero. Dichas células expresan Gasl a las 24 horas
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de privacion de suero. Fueron crecidas en medio DMEM alto en glucosa con 10% de SFB y

1% de Penicilina/Estreptomicina.

Numero de copias virales de la linea C6 estable por técnica de Southern blot

Se obtuvo el ADN gendmico de las células C6 estables, como control se usaron
células C6 no estables, y fue digerido con la endonucleasa de restriccion Xbal.

Posteriormente, el ADN se corrid en un gel de agarosa (Sigma-Aldrich) al 0.6%.

El ADN fue transferido a una membrana de nylon (Amersham) e hibridado con una
ribosonda acoplada a dioxigenina transcrita con T7 (Epicentre, AmpliScribe T7, T3 and SP6
High Yield Transcription Kits), elaborada a partir del vector plasmidico con tGas1, durante
18 horas a 60°C. La membrana fue incubada con un anticuerpo anti-dioxigenina (1:5000)
por 12 horas. Por ultimo, la membrana fue revelada usando un Western Lightning Plus-ECL
Kit (PerkinElmer) y las imagenes fueron capturadas en un Sistema de imagen BioDoc-It

(UVP).

Efecto in vivo del lentivirus con tGas1

Los experimentos in vivo se realizaron de acuerdo con la actual legislacién
mexicana NOM-062-Z00-1999 (SAGARPA) y con la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de la Salud de EE.UU. (NIH) y las

directrices internas del Cinvestav.

El dia de la cirugia, ratones desnudos (nu/nu) de 4-6 semanas fueron anestesiados
por la administracién intraperitoneal (ip) de ketamina (100 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg) y

se les implantd en el flanco derecho 1 x 10°® células C6. Cuando el tumor alcanzé un
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didametro de 4x5 mm, los ratones fueron divididos en tres grupos (n = 5, por grupo): al
primer grupo se le inyectaron 3 dosis de 5 x 10° particulas virales (pv), resuspendidas en
100 pl de medio DMEM/F12, con la secuencia de tGas1; al segundo grupo se le inyectaron
5 x 10° pv de un lentivirus con la secuencia de LacZ (control de infeccién) y al tercer grupo
se le administraron 100 pl de medio DMEM/F12 (vehiculo), cada dosis fue administrada
intratumoralmente (it) cada tercer dia y el didmetro del tumor fue medido, con un
calibrador vernier, cada tercer dia por 10 dias. Posteriormente, los animales fueron
profundamente anestesiados y sacrificados y los tumores fueron disecados. Por ultimo, a
los tumores extraidos se les aislé el ARN vy las proteinas, bajo el protocolo anteriormente

descrito, para ensayos de RT-PCR y western blot, respectivamente.

El volumen tumoral se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacién: V= (Dmax)
(Dmin)? / 2; donde Dmax y Dmin representan el didametro mas grande y mas pequefio,

respectivamente.

Expresion regulable de tGas1 por Tetraciclina en un modelo in vivo de glioblastoma

A ratones desnudos de 4-6 semanas se les anestesido e implantd en el flanco
derecho una mezcla de células: el 50% (5 x 10°) fueron células C6 y el otro 50% (5 x 10°)
fueron células C6 estables (con el TR y tGas1). Posteriormente, se dejo crecer el tumor
hasta que alcanzé un didmetro de 4 x 5 mm. Se dividid a los ratones en 2 grupos (n = 5,
por grupo): a uno se le inyectd 3 dosis via it de Tetraciclina, 2 mg/kg resuspendida en 100
ul de solucion salina, y a otro grupo sélo se le inyectd, via it, 100 pl de vehiculo. Cada dosis
fue administrada cada tercer dia y el didametro del tumor fue medido cada tercer dia por
10 dias. Por ultimo, los animales fueron profundamente anestesiados y sacrificados y los

tumores fueron disecados.
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Uso de CTNs como vehiculo de una forma secretable y regulable de tGasl

Linea de CTNs

Se empled la linea celular humana ReNcell CX (Millipore), la cual es derivada de la
region cortical de un feto humano de 10 semanas de gestacidon e inmortalizada por la
infeccion retroviral del oncogén c-myc. Dicha linea puede diferenciarse a neuronas o

células gliales.

La linea celular fue sembrada en cajas de Petri con un sustrato, Laminina 2 pg/cm?
(Sigma-Aldrich), el cual se dejé incubando a 37°C durante 24 horas antes de sembrar las
células. Las células fueron crecidas en un medio comercial (medio ReNcell, Millipore) con
la presencia del bFGF (Factor basico de Crecimiento de Fibroblastos, Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 20 ng/ml y del EGF (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 20 ng/ml.
Dichos factores evitan que las células se diferencien. El medio de cultivo fue cambiado

cada tercer dia para evitar la degradacidn de los factores de crecimiento.

Infeccion de las CTNs con un retrovirus con la Proteina Verde Fluorescente (GFP)

Para observar la migracién de las CTNs hacia el tumor, se decidid visualizarlas
mediante la fluorescencia de la GFP. Las células tumorales expresaron constitutivamente

la proteina roja fluorescente (PRF) y las CTNs expresaron constitutivamente la GFP.

Las CTNs fueron infectadas durante 24 horas con un retrovirus con la secuencia de
la gfp (Lara, et al., 2012) con un MOI de 40, posteriormente se cambié el medio de cultivo
y a las 72 horas post-infeccion fueron seleccionadas mediante citometria de flujo
(laboratorios centrales, Cinvestav Zacatenco). Por ultimo, se observdé a las células

fluorescentes mediante microscopia de epifluorescencia.
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Citometria de flujo

Las CTNs infectadas con el retrovirus con la gfp fueron tripsinizadas vy
resuspendidas en un ml de PBS 1X, pH 7.4, con 5mM de EDTA. Posteriormente, las células
fueron separadas por el citdémetro de flujo (Moflo High Perfomance cell sorter, Beckman-
Coulter) y se seleccionaron las células verdes (longitud de onda de 509 nm). Por ultimo, las
células verdes fluorescentes fueron sembradas en cajas de 35 mm con medio de
crecimiento con el doble de concentracién de Penicilina, 200 U/ml, y Estreptomicina, 200

mg/ml.

Células productoras del retrovirus y construccion retroviral

La linea celular empleada para el empaquetamiento de los retrovirus fue la 293ft
(células de Rifién Embrionarias Humanas, HEK) (Invitrogen). Las células fueron sembradas
en cajas de 100 cm y se cultivaron en un medio DMEM alto en glucosa, con 10% de suero
fetal bovino activado, 0.1mM MEM aminodcidos no esenciales (Invitrogen), 6mM de L-
glutamina (Invitrogen), 1mM de Piruvato de Sodio (Invitrogen) y 1% de penicilina

estreptomicina.

El retrovirus con la secuencia gfp se construyd transfectando con Lipofectamina
2000 y medio Opti-MEM (Invitrogen) las células 293ft, al 90% de confluencia, con 3
plasmidos:
1. pCMV-gp, con las secuencias para expresar la proteina gag (capside viral) y la
enzima pol (para la replicacién e integracién viral).
2. pCMV-vsv-g, para expresar la glicoproteina de envoltura del virus de la estomatitis
vesicular.

3. pCAG-GFP/cre3, que lleva la secuencia de la GFP.
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A las 5 horas de transfeccidn, el medio Opti-Mem con los complejos catidnicos fue
cambiado por medio de crecimiento y a las 48 horas posteriores a la transfeccion los virus
fueron recolectados del medio de cultivo, para ello, se centrifugd el medio a 3000 rpm a
4°C por 5 minutos y se filtré por una membrana de 0.45 um. Los virus fueron almacenados

a-80°C

Infeccion de las CTNs verdes fluorescentes con dos lentivirus: uno con la secuencia del

TR y otro con la secuencia de tGas1

Para este apartado fueron empleados otros lentivirus a los anteriormente usados
en este proyecto, dichos lentivirus son de nueva generacion y presentan bdsicamente dos
ventajas en comparacién con los previos: 1) se obtienen en mayor cantidad y 2) la

expresion de la proteina es mayor.

Las nuevas propiedades de estos virus, con respecto a los anteriores, radican en

gue poseen dos nuevos elementos:

1. Una secuencia cPPT (tracto de Polipurinas del VIH) que incrementa el titulo viral.
2. Una secuencia WPRE (Woodchuck Posttranscriptional Regulatory Element) la cual

incrementa la expresion de la proteina.

Para la construccién de estos lentivirus de nueva generacién, primero se hizo una

recombinacion homologa bajo el siguiente protocolo:

1. El plasmido pENTR/D-TOPO/tGas1 (tesis de maestria de Lopez, 2007), el cual tiene

la secuencia secretable de Gas1, fue recombinado homdlogamente con el pldsmido

pLenti6.3/TO/V5-DEST (Invitrogen).
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Debido a que el plasmido pENTR/D-TOPO/tGasl cuenta con la secuencias attlL
derivadas del bacteriéfago lambda, éste se puede recombinar de manera homaloga con el
vector de construccién lentiviral (pLenti6.3/TO/V5-DEST) debido a que cuenta con las
secuencias attR derivadas del mismo bacteriéfago. Por otro lado, el vector de
construccion lentiviral tiene el gen ccdB, el cual expresa una proteina que funge como
bacteriostatico e impide el crecimiento de la bacteria que la exprese al momento de llevar
a cabo la recombinacioén. El gen ccdB es intercambiado al plasmido pENTR/D-TOPO/tGas1,

evitando asi el crecimiento de las bacterias que lo llevan (figura 12).
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Figura 12. Obtencion del plasmido de construccidn lentiviral. El plasmido pENTR/D-TOPO/tGas1
es recombinado con el plasmido pLenti6.3/TO/V5-DEST, dicho plasmido ya contiene las secuencias
necesarias para la construcciéon de un lentivirus y contiene un operador de Tetraciclina en su
promotor CMV.

La recombinacion se llevd a cabo mediante el siguiente esquema:

A. Se mezclaron los componentes abajo sefialados a temperatura ambiente.

Componente Muestra
Vector de entrada (150 ng) 1ul
Vector de construccion lentiviral 1l
(pLenti6.3/TO/V5-DEST)
Buffer TE, pH 8.0 6 ul
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B. A la muestra se le afiadieron 2 pl de la enzima LR Clonasa (Invitrogen) y se dejo
incubar a 25°C por 12 horas.

C. Se agregd 1 ul de Proteinasa K (Invitrogen) y se incubd por una hora a 37°C, con la
finalidad de inactivar a la enzima.

D. Se transformaron los pldsmidos recombinados en bacterias E. coli One Shot Stbi3
(Invitrogen) usando como antibidtico de seleccién Ampicilina.
2. El pldasmido fue mapeado con la enzima de restriccién Apal (New England Biolabs)

y se obtuvieron los fragmentos esperados.

Protocolo de construccion lentiviral

Se empled la linea celular 293ft para el empaquetamiento, la cual fue sembrada en
medio de crecimiento y se esperd a que alcanzara una confluencia del 90%. El dia de la

transfeccidn se siguio el siguiente protocolo:

1. Se prepararon los complejos DNA-Lipofectamina como a continuacién se describe:

A. En un tubo de 5 ml, se diluyd 9 pg de la mezcla de empaquetamiento viral
(Invitrogen), dicha mezcla contiene los plasmidos con el elemento gag/pol
(Integrasa/Transcriptasa reversa), el elemento VSV (envoltura del Virus de la
Estomatitis Vesicular) y el elemento Rev (proteina cariofilica), todos estos elementos
necesarios para la construccién del lentivirus, y 3 pug del pldsmido de construccién
lentiviral con la secuencia de tGas1 (12 pg en total), se diluyeron en 1.5 ml de medio
Opti-Mem sin suero. Se formaron 2 complejos, para la posterior construccion de 2
lentivirus; un virus con la informacidn para tGas1 y un virus con el TR.

B. En otro 2 tubos se mezclé en cada uno 36 pl de Lipofectamina 2000 con 1.5 ml de

medio Opti-Mem sin suero y se incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos.

64



C. Se combino el ADN diluido con la Lipofectamina (3 ml en total) y se incubd cada

muestra 20 minutos a temperatura ambiente.

2. Mientras los complejos ADN-Lipido se formaban, se tripsinizaron (Invitrogen) las
células 293ft y se contaron, para posteriormente ser resuspendidas a una densidad
de 1.2 X 10%/ml en medio de crecimiento con suero y sin antibidtico.

3. Se afadieron los complejos de ADN-Liposomas en un plato de 10 cm con 5 ml de
medio de crecimiento con suero sin antibidtico.

4. Se agregaron 5 ml de células (6 X 10°9) al plato contenedor de los complejos
lipocatidnicos y se incubd a 37°C por 5 horas.

5. Se aspird el medio y se lavaron las células con medio de crecimiento para al final
administrar 10 ml de medio de crecimiento con antibidtico y suero e incubar por
48 horas a 37°C.

6. Para la colecta de los lentivirus, el medio de cultivo fue recolectado en tubos de 15
mil.

7. Se centrifugd el medio a 3000 rpm a 4°C por 5 minutos.

8. Se filtré el medio con membranas de 0.45 um.

9. Se obtuvieron alicuotas de 1 ml para cada uno de los lentivirus y fueron congeladas

a-80°C.

Infeccion lentiviral en las CTNs

Se sembraron 5 x 10° células ReNcell estables con la GFP (ReNcell-GFP) en cajas de
60 mm con el sustrato Laminina y al dia siguiente fueron infectadas con el lentivirus que
codifica la expresidn del TR regulado por Tetraciclina, MOI de 40. A las 24 horas, el medio
con los lentivirus fue aspirado y se aplic6 medio de crecimiento con Geneticina

(Invitrogen) (100 pg/ml) durante 2 semanas. Después, esta linea celular fue infectada con
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un lentivirus con la secuencia de tGas1 (MOI de 40) y seleccionada durante 2 semanas con
Blasticidina (5 pg/ml) y Geneticina (100 pg/ml). El medio de crecimiento con antibiéticos

de seleccién fue cambiado cada tercer dia para evitar la degradacién de los mismos.

Elaboracion de una linea estable de células C6 con la Proteina Roja Fluorescente

Las células C6 fueron crecidas en medio DMEM-F12 con 10% de SFB y 1% de
Penicilina-Estreptomicina. Se transfectaron, usando Lipofectamina 2000, con el plasmido
pDsRedl (donado por el Dr. Daniel Martinez-Fong) y a las 48 horas post-transfecciéon
fueron seleccionadas por citometria de flujo (longitud de onda de 583 nm).
Posteriormente fueron crecidas en medio de cultivo con la presencia de antibidtico de

seleccién (Geneticina, 500 ug/ml) y observadas al microscopio de epifluorescencia.

Viabilidad de las CTNs y las células C6

Se sembraron las dos lineas estables de CTNs: células ReNcell estables con la GFP,
tGasly el TR (ReNcell-GFP/tGas1/TR) y ReNcell-GFP, a una densidad de 1 x 10° en cajas de
60 mm y se dejaron crecer por 24, 48 y 72 horas con la presencia o ausencia de
Tetraciclina en el medio de cultivo, 2 pg/ml. Posteriormente, se cuantificd la viabilidad

celular a cada uno de los tiempos por técnica de azul de tripano.

El medio de cultivo de las 48 y 72 horas fue recolectado, filtrado y aplicado como
medio condicionado a células C6 estables con la PRF (C6-pDsRedl), sembradas a una
densidad de 5 x 10° en cajas de 35 mm, por 24, 48 y 72 horas. Por ultimo, se les cuantificd

la viabilidad celular.
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Proliferacion de las CTNs (productoras de tGasl) y de las células C6 (receptoras de

tGasl)

Se cuantifico la proliferacién celular, por ensayo de incorporacién de BrdU, de las
ReNcell-GFP y de las ReNcell-GFP/tGas1/TR a las 72 horas de cultivo, con la presencia o
ausencia de Tetraciclina. También se cuantificé la proliferacién celular de las C6-pDsRed1
que recibieron el medio condicionado por 72 horas de cada una de las condiciones

mencionadas anteriormente. Técnica mencionada en apartado de incorporacion de BrdU.

Apoptosis en las CTNs y en las células C6

Se cuantificé la apoptosis, por técnica de TUNEL, de las ReNcell-GFP y de las
ReNcell-GFP/tGas1/TR a las 72 horas de cultivo, con la presencia o ausencia de
Tetraciclina. También se cuantificé la apoptosis de las C6-pDsRed1 que recibieron el medio
condicionado por 72 horas de cada una de las condiciones mencionadas anteriormente.

Técnica mencionada en ensayo para apoptosis.

Implantacion intracraneal de células C6 y CTNs en ratones desnudos

A ratones desnudos de 4-6 semanas se les anestesié e inyectd en el hemisferio

cerebral derecho (en el estriado, Bregma AP: + 0.5 mm; ML: 2 mm y DV: 3 mm) (Paxinos y

Watson) 1 x 10° células C6-pDsRed1, a los siete dias de crecimiento del tumor se dividid a

los ratones en 4 grupos (n = 7, por grupo):

ler. grupo.- SOlo se le administraria Tetraciclina a los 14 dias posteriores a la

implantacion de las células C6-pDsRed1.
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2do. grupo.- Se

le inocularon en el hemisferio cerebral contralateral (Bregma AP: +

0.5 mm; ML: 2 mm y DV: 3 mm) 5 x 10° células ReNcell-GFP.

3er. grupo.- Se |
4to. grupo.- Se |

Posteriormente

e inoculé 5x10° células ReNcell-GFP/tGas1/TR.
e inocularon 5x10° células ReNcell-GFP/tGas1/TR.

, se permitid que las células migraran por siete dias para después

administrarles via ip Tetraciclina, 50 mg/kg/dia, por 7 dias a los grupos 1, 2 y 4. El grupo 3

sélo recibid el vehiculo de la Tetraciclina, solucién salina (300 ul). Se les administré

Tetraciclina, como control, al primer y segundo grupo debido a que existen reportes que

sugieren que la Tetraciclina per se tiene un efecto antitumoral (Meng, et al., 2000).

Por ultimo, se anestesid profundamente a los animales y fueron perfundidos con

solucion salina conteniendo Heparina, 100 U/ml y fijados con 4% de p-formaldehido

preparado en PBS (pH7.4). Se valordé la migracién mediante epifluorescencia y se

cuantifico el volumen t

umoral por técnica de Hematoxilina y Eosina (figura 13).

Migracion Tetraciclina

CTNs - 7 dosis
> >
Dial Dia7 Dia 14 Dia 21
Inoculacion C6-pDsRed1 Inoculacion CTNs Grupos: 1,2 y 4 T
1x10°¢ 5x10° Tetraciclina
Hemisferio cerebral Hemisferio cerebral contralateral 50 mg/kg/dia Andlisis histolégico

e

Figura 13. Esquema del
abarca desde el momen

Grupo 3: vehiculo H & E (Volumen Tumoral)

Microscopia de epifluorescencia

I ) * (Migracion)

4 grupos:
1 )
2) RenCell-GFP
3) RenCell-GFP/tGas1/TR
4) RenCell-GFP/tGas1/TR

protocolo en el modelo in vivo de GBM usando CTNs. Esquema que
to de implantacién del tumor en ratones desnudos hasta el dia que son

sacrificados (1), se observan los 4 grupos con sus distintos tratamientos. Por grupo fueron

empleados 7 ratones.

68



Por otro lado, a dos ratones de cada grupo se les disecd la masa tumoral para
extraccion de ARN y proteinas, como se sefiald anteriormente, para comprobar la

expresion del gen tGalsy la proteina tGasl, respectivamente.

Para amplificar el transgén se emplearon oligonucleétidos internos exclusivos del
Gasl humano (sentido, HGAS474, 5° CTGTGCCTGATGGCGCTGCTGC 3’ y antisentido,
HGAS728, 5° ATGAGGGCCGAGATGCAGTGACTC 3’), con la finalidad de distinguirlo del
Gasl endogeno del raton. Se empledé el mismo protocolo en el termociclador

anteriormente descrito pero con una temperatura de alineamiento de 55°C.

Valoracion del volumen tumoral

Con un microtomo (Leica), se realizaron cortes coronales de 30 um de los cerebros
y fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina. Los volumenes tumorales fueron calculados
empleando el programa aidScans 4.5 (Anylintelli). Para cada ratén fueron empleados un
total de 40-50 cortes, los cuales abarcaban desde el sitio de inicio del tumor (cortes
anteriores) hasta el Ultimo corte donde se apreciaba el tumor (cortes posteriores). Las
fotografias fueron subidas al programa y de cada una se cuantificé el volumen delimitando
las zonas tumorales tefiidas con Hematoxilina (morado), el volumen es obtenido por el

programa.

Ganancia ponderal

Todos los ratones fueron pesados por primera vez al momento de inocularles las
células C6-pDsRed1 en el hemisferio cerebral y fueron pesados nuevamente antes de ser
sacrificados (3 semanas después). Esto con la finalidad de evaluar el estado de caquexia de

cada uno de los grupos.
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Curva de supervivencia Kaplan-Meier

Se emplearon un total de 19 ratones y se les inoculd en el hemisferio cerebral (en
el estriado, Bregma AP: + 0.5 mm; ML: 2 mm y DV: 3 mm) las células C6-pDsRed1, 1 x 10°
células, a la semana se dividid a los ratones en tres grupos: el primero (n = 6) no fue
inoculado; y al segundo (n = 6) y tercero (n = 7) se les inoculd en el hemisferio cerebral
contralateral (Bregma AP: + 0.5 mm; ML: 2 mm y DV: 3 mm) las células ReNcell-
GFP/tGas1/TR, 5 x 10° células. A la segunda semana, el primer y tercer grupo recibieron
Tetraciclina via ip, 50 mg/kg/dia, por 7 dias. Por ultimo, los ratones fueron observados,

pesados y censados hasta el dia de su muerte.

Analisis estadisticos

Se empled el programa de andlisis estadistico y de graficas, GraphPad Prism
(version 5.0). En todos los analisis, con excepcion de la curva de supervivencia, se empled
ANOVA unifactorial con analisis post-hoc de Tukey. Para la curva de supervivencia se
empled la prueba log-rank (Mantel-Cox) para grupos independientes y desbalanceados.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Resultados

In vitro

La sobreexpresion de tGasl en células de glioblastoma, mediada por infeccidn,

disminuye la proliferacion celular

Por medio de un ensayo de incorporacién de BrdU, se observd que la
sobreexpresion de tGasl en células C6 disminuye la proliferacién celular a las 48 horas
postinfeccion, tanto en células infectadas como en células C6 que reciben el medio
condicionado con la proteina tGasl por 48 horas (figura 14). Se observé que la
disminucion era directamente proporcional al MOI empleado y que el efecto era mayor
con el lentivirus tGas1 con un MOI de 10, motivo por el cual, de aqui en adelante, se
empled sdlo el lentivirus con tGas1, sin incluir el epitope V5, y el MOI utilizado fue de 10.
Se corrobord la expresion de los transgenes y de las proteinas por RT-PCR y western blot,

respectivamente, de las células C6 infectadas con un MOI de 10 (figura 15).

La sobreexpresion de tGas1 en células de glioblastoma induce apoptosis

Empleando la técnica de TUNEL, se observd que la sobreexpresion de tGasl,

mediada por infeccidn, indujo apoptosis a las 48 horas postinfeccién, tanto en las células

C6 infectadas, MOI de 10, como en las células C6 en proliferacidn que recibieron el medio

condicionado con tGas1, por 48 horas, de las células infectadas (figura 16).
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Figura 14. La infeccion de células C6 con los lentivirus que expresan las formas secretables de
Gasl (tGasl) reduce la proliferacion celular. A) Grafica de proliferacién celular, 48 horas
posteriores a la infeccidn y con distinto MOI, determinada por la incorporacién de BrdU en células
C6 infectadas con el lentivirus con tgas1 y de las células C6 que recibieron el medio condicionado,
por 48 horas, de las células infectadas. B) Grafica de proliferacién de células C6 infectadas con el
lentivirus con tgas1-V5, mismas condiciones que las mencionadas arriba. Como control se
emplearon células C6 no infectadas o el medio de estas ultimas. Los datos representan la media +
del error estandar. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 con respecto al control, n = 3. (Modificado de
Lépez-Ornelas, et al., 2011).
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Figura 15. tGas1 y tGas1-V5 se expresaron en las células C6 infectadas. A) RT-PCR de las células
control, sin infectar, y de las células infectadas (MOI 10) con los lentivirus con tGasl y tGas1-V5,
donde cada una expresé el transgén infectado. f-actina es el gen de mantenimiento. C) Western
blot contra Gas1 para comprobar la expresion de la proteina. SH-SY5Y, linea sin suero por 48 horas
como control positivo de la expresion. (Modificado de Lépez-Ornelas, et al., 2011).
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de células C6 infectadas
con 1Gasl

Células
C6
Muestra % TUNEL
; Células <]
Células C6 6
infectadas
con rGasl
Células C6 52
infectadas
con tGasl
Medio condicionado i |
Medio condicionado de células C6
de células C6
Medio condicionado
de células C6 infectadas 57
con tGasl

Figura 16. tGas1l induce apoptosis. A) Células C6 infectadas con el lentivirus con tGas1, MOI de 10,
y en las cuales se determiné la apoptosis por técnica de TUNEL. El panel superior muestra las
células apoptdticas en un cultivo de células C6 a las 48 horas; el segundo panel muestra las células
apoptoticas a las 48 horas postinfeccion con el lentivirus con tGasl; el tercer panel muestra un
cultivo de células C6 que recibié por 48 horas el medio de las células C6 y el ultimo panel
corresponde a un cultivo de células C6 que recibié por 48 horas el medio de las células C6
infectadas con tGasl1. Las fotografias muestran resultados representativos; los nucleos fueron
tefiidos con DAPI y la barra de calibracion corresponde a 100 um. B) En la tabla se observan los
porcentajes de las células positivas a TUNEL de cada una de las condiciones. Datos obtenidos de
tres experimentos independientes y de cada uno se contaron 20 campos. (Modificado de Lépez-
Ornelas, et al., 2011).

La expresion de tGas1 es regulable in vitro
La primoinfeccién de células C6 con un lentivirus con el TR, MOI de 10, y la

posterior infeccion de estas células con un lentivirus con el gen tGasi, MOI de 10, dio

como resultado una linea celular estable con los dos transgenes.
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La linea celular estable fue tratada con Tetraciclina, 2 pg/ml, y a las 48 horas se
aislé el ARN y proteinas. La expresion de tGas1 fue evaluada por RT-PCR y se observo que
sélo las células que recibieron el tratamiento con Tetraciclina expresaron el transgén
tGas1 (figura 17, A). La presencia de la proteina fue observada mediante western blot e
inmunocitoquimica y sélo se observo la expresion de tGasl en las células que recibieron el
tratamiento con Tetraciclina (figura 17, B y C). Como control de la expresion de la proteina

se uso la linea celular SH-SY5Y incubada en la ausencia de suero.

C) DAPI tGasl SOBREPOSICION

C6
A) c6 c6 Control +
1Gasl tGasl/Tet
Gasl cé6
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B) C6 C6 SH-SYSY
tGasl tGas1/Tet
Gasl "

e
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Figura 17. La expresion de tGasl es regulada por Tetraciclina en una linea C6 estable con el TRy
tGasl1. A) RT-PCR de la linea C6 estable (con los transgenes de tGasl y TR), a las 48 horas, sin
Tetraciclina (C6-tGas1) y con Tetraciclina, 2 pl/ml, (C6-tGas1/Tet). Como control positivo (+) de la
reaccién se amplificd tGas1 de un pldsmido y f-actina es el gen de mantenimiento. B) Expresién
de tGasl en la linea estable, determinada por western blot, en la ausencia o presencia de
Tetraciclina bajo las condiciones descritas arriba; la linea SH-SY5Y privada de suero es el control
positivo para Gasl y B-actina es el control de carga. C) Expresién de tGasl determinada por
inmunocitoquimica a las 48 horas; C6 corresponde a la linea celular no infectada; C6-tGasl
corresponde a la linea estable con y sin Tetraciclina (Tet); los dos paneles inferiores corresponden
a células SH-SY5Y en la presencia o ausencia de suero (S/S). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI y
las imagenes con sobreposicidén muestran al nucleo y la expresion de tGas1. Barra de calibracién =
100 pm. (Modificado de Lépez-Ornelas, et al., 2011).
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Numero de copias virales en la linea C6 estable

Por medio de la técnica de southern blot, se determind el nimero de copias virales
del lentivirus con tGas1 en la linea C6 estable, esto representa el numero de veces que el
virus integré su material gendmico en el genoma de la célula infectada, el cual fue de 4

(figura 18).

Figura 18. Numero de copias virales en la
linea C6 estable. Southern blot de la linea
celular C6 (1) y de la linea C6 estable (2),
donde el ADN gendmico fue restringido con
la endonucleasa Xbal e hibridado con una
ribosonda especifica del vector lentiviral de
tGasl. (Modificado de Lépez-Ornelas, et al.,
2011).

YL R

El medio de cultivo con tGasl inmunodepletado no afecta la viabilidad celular

Para comprobar que el efecto en la viabilidad celular estaba dado por tGasl,
primero, se realizd un ensayo de inmunoprecipitaciéon de esta proteina del medio de
cultivo de: la linea C6 estable, con o sin el tratamiento con Tetraciclina, y de la linea C6 sin
infectar. De las condiciones anteriores, tGasl sélo fue inmunoprecipitada del medio de la
linea C6 estable con Tetraciclina y al compararla con la tGasl de un extracto de células

que la expresaban, se observé el mismo peso molecular (figura 19, A).

Posteriormente, el medio de cultivo al cual se le inmunoprecipitd tGasl fue

aplicado como medio condicionado a células C6 en proliferacién por 48 horas. Se observo
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gue el medio inmunoprecipitado, sin tGas1, no tenia efecto en la viabilidad celular, no asi,
en las células que recibieron el medio condicionado sin inmunoprecipitar tGasl, donde se

siguid observando una disminucion en la viabilidad celular (figura 19, B).
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Figura 19. tGasl esta presente en el medio condicionado de la linea C6 estable tratada con
Tetraciclina e inhibe la viabilidad celular. A) Inmunoprecipitacion de tGas1 del medio de cultivo
de 48 horas. Medio de cultivo recolectado de la linea estable con (C6-tGasl/Tet) y sin Tetraciclina
(C6-tGasl), como control se empled el medio de cultivo de la linea C6 sin infectar; las lineas
representan distintas condiciones del experimento: (1) medio sin inmunoprecipitar; (2) medio
inmunoprecipitado en la ausencia del anticuerpo contra Gasl; y (3) medio inmunoprecipitado en
la presencia del anticuerpo de Gasl. El control negativo (-) es el medio inmunoprecipitado de la
linea estable con Tetraciclina en la presencia de un anticuerpo policlonal no relacionado (contra la
Proteina Acida Fibrilar Glial, GFAP); como control positivo (+) es el western blot de un extracto
celular de la linea C6 estable en la presencia de Tetraciclina por 48 horas; y SH-SY5Y es el extracto
de la linea celular sin suero por 48 horas. B) Gréfica de la viabilidad celular a las 48 horas en
presencia de distintos medios; control, medio de células C6 sin infectar; IPtGas1, medio de la linea
C6 estable tratada con Tetraciclina por 48 horas y en donde se inmunoprecipité tGasl; y tGasl,
medio de la linea C6 estable tratada con Tetraciclina por 48 horas sin inmunoprecipitar tGasl.
*P<0.05y **P<0.01, n = 3. (Modificado de Lopez-Ornelas, et al., 2011).
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Con este resultado, se concluyd que el efecto en la viabilidad en las células C6 que
reciben el medio condicionado esta dado por la proteina tGas1, debido a que el medio de
cultivo al que se le inmunoprecipité tGasl no tiene un efecto significativo en la viabilidad
celular comparada con el control, pero si tiene una diferencia significativa al momento de
compararla con la viabilidad de células que recibieron el medio de cultivo al cual no se le

inmunoprecipitd tGas1.

In vivo

La sobreexpresion de tGas1 en glioblastomas implantados disminuye su crecimiento

Se implantaron 1x10° células C6 en el flanco de ratones desnudos (nu/nu) y se
dividieron en tres grupos: un grupo recibié tratamiento con el lentivirus con tGasi, otro
grupo tuvo como tratamiento un lentivirus con el gen (inocuo) LacZ y el ultimo grupo sélo
recibié el vehiculo (medio sin suero, grupo control). Los tumores fueron medidos cada

tercer dia y a los 10 dias se extirparon.

Se observd que los tumores que recibieron el tratamiento con el lentivirus con
tGas1 presentaron un volumen menor, aproximadamente en un 80%, en comparacién con
el grupo control. Por otro lado, se corrobord la expresion del transgén y la proteina por
RT-PCR y western blot, respectivamente, de los tumores infectados con el lentivirus con la

secuencia de tGas1 (figuras 20y 21).
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Figura 20. Ejemplo representativo del efecto
inhibidor tumoral in vivo de tGasl.
Fotografia de dos tumores disecados del
flanco de ratones desnudos. El tumor de la
izquierda recibié el tratamiento con el
lentivirus con tGasl y el tumor de la derecha
sélo recibié medio (vehiculo).
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Figura 21. Efecto in vivo de tGasl. A) Grafica de crecimiento de los tumores implantados en el
flanco de ratones desnudos y tratados con el lentivirus indicado: Lacz, expresa el gen inocuo LacZ,
tGas1 expresa tGas1; y el control sélo recibié medio. Las flechas indican los dias de administracion
del tratamiento. Los datos representan la media + del error estandar. *P<0.05 y ***P<0.001, con
respecto al control (medio) y LacZ, n = 5 por grupo. B) RT-PCR de los tumores disecados que
recibieron los distintos tratamientos: medio, lentivirus con LacZ o lentivirus con tGasl; como
control positivo (+) se empled el ADNc del vector respectivo; y el control negativo (-) es la reaccién
de PCR sin el ADNc. f-actina es el gen de mantenimiento. C) Western blot de los tumores con sus
distintos tratamientos; SH-SY5Y, son las proteinas de la linea celular sin suero y B-actina es el
control de carga. (Modificado de Lépez-Ornelas, et al., 2011).
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La expresion de tGasl en un modelo in vivo de glioblastoma es regulable y conserva su

efecto antitumoral

Para investigar si la expresion del transgén era regulable in vivo, se inoculé en el
flanco de ratones desnudos una mezcla de células, en donde el 50% estaba constituido
por la linea C6 estable y el otro 50% por células C6. Posteriormente, se dividid a los
ratones en 2 grupos: a uno se le administré Tetraciclina, 2mg/kg/dia, via it, cada tercer
dia, para un total de 3 dosis; y al otro grupo sélo se le administré el vehiculo (solucién

salina). Los tumores fueron medidos cada tercer dia y a los 10 dias fueron extirpados.

El grupo que recibié Tetraciclina presenté un tamafio menor, aproximadamente

60%, en comparacién con el grupo que sdlo recibié el vehiculo (figura 22).
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Figura 22. Expresion regulable in vivo de tGasl por Tetraciclina y su efecto antitumoral. Grifica
de crecimiento de los tumores implantados en el flanco de ratones desnudos, una mezcla de 50%
de células C6 estables y 50% de células C6, y sus distintos tratamientos, Tetraciclina y vehiculo
(control). Las flechas indican los dias de administracion del tratamiento. Los datos representan la
media * del error estandar. **P<0.01 y ***P<0.001 con respecto al control, n = 5 por grupo.
(Modificado de Lépez-Ornelas, et al., 2011).

Con estos resultados se concluye que la sobreexpresion de tGasl en un modelo in

vivo de GBM puede ser regulada y disminuye el crecimiento tumoral.
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Uso de CTNs como vehiculo de tGas1 hacia glioblastomas
In vitro
Elaboracion de una linea estable de células C6 con la Proteina Roja Fluorescente

Debido a que los experimentos in vivo con el uso de CTNs se llevaron a cabo por
medio de la visualizacion de fluorescencia, fue necesario obtener una linea tumoral
estable con la PRF y una linea estable de CTNs con la GFP, asi los tumores en rojo podrian

ser distinguidos de las CTNs (verdes) que migren hacia él.

La linea estable de células C6 se obtuvo mediante la transfeccién del plasmido con
Lipofectamina 2000 y la posterior seleccion de células rojas, a las 48 horas, por citometria
de flujo. Posteriormente, las células fueron crecidas en medio de seleccién (medio de

cultivo con Geneticina, 500 pug/ml) y observadas al microscopio de epifluorescencia (figura

Figura 23. Células C6 estables con la PRF (C6-pDsRed1). Microscopia de epifluorescencia de las
células C6 estables con la PRF, seleccionadas por citometria de flujo y antibidtico de seleccion en el
medio, a las 48 horas de cultivo. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). Panel superior, los
cuadros en blanco muestran el area enfocada para el siguiente aumento, barra de calibracién =
100 um; panel inferior, barra de calibracién = 50 um.

23).
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Obtencion de una linea estable de células ReNcell (CTNs) que expresan la Proteina Verde

Fluorescente

Para observar la migracién de las CTNs hacia el glioblastoma, se decidié
monitorearlas mediante la fluorescencia de la GFP. La expresién se logré mediante la

infeccidn de un retrovirus con la secuencia de la gfp.

La infeccion de las ReNcell se llevé a cabo con un MOI de 40, el medio de cultivo
fue cambiado a las 24 horas y a las 72 horas postinfeccion las células fueron seleccionadas
por citometria de flujo. Por ultimo se observé a las células mediante microscopia de

epifluorescencia (figura 24, A).

Obtencion de una linea estable de células ReNcell de expresion regulable que expresan

la GFP, un elemento represor de la expresion (TR) y tGasl

Para este apartado se emplearon lentivirus de nueva generacién con dos ventajas
en comparacién con los anteriores: se obtienen en mayores titulos virales y la expresién

proteica es mayor.

Las células ReNcell con la expresion estable de la GFP (ReNcell-GFP) fueron
infectadas con un lentivirus que codifica la expresién de un TR regulado por Tetraciclina
(MOI de 40), posteriormente dichas células fueron seleccionadas durante 2 semanas con
Geneticina (100 pg/ml) en el medio de cultivo. Después, esta linea celular fue infectada
con un lentivirus con la secuencia de tGas1 (MOI de 40) y seleccionada durante 2 semanas

con Blasticidina (5 pg/ml) y Geneticina (100 pg/ml) (figura 24, By C).
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Figura 24. Lineas de CTNs estables con la GFP. Imagenes por microscopia de fluorescencia de las
distintas lineas estables de CTNs. A) Linea celular estable de CTNs con la GFP (ReNcell-GFP) a las 72
horas de cultivo. B) Linea celular estable con la GFP, tGas1 y el TR (ReNcell-GFP/tGas1/TR) a las 72
horas de cultivo. C) Linea celular estable con la GFP, tGasl y el TR a las 72 horas de tratamiento
con Tetraciclina (ReNcell-GFP/tGas1/TR/Tet). Barra de calibracion = 100 um.

La linea estable de CTNs, ReNcell-GFP/tGas1/TR, expresa tGas1 de una manera regulable

mediada por Tetraciclina

Por la técnica de RT-PCR y western blot, se demostrd que la linea celular estable,
ReNcell-GFP/tGas1/TR, expresa tGasl en respuesta a la administracion de Tetraciclina (2
ug/ml) en el medio de cultivo, dicha expresiéon se observd desde las 24 horas de
tratamiento con Tetraciclina y fue aumentando conforme transcurrié el tiempo (hasta las

72 horas) (figura 25).
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Figura 25. La expresion de tGasl en la linea estable ReNcell-GFP/tGas1/TR es regulable con
Tetraciclina. A) RT-PCR de la linea estable ReNcell-GFP/tGas1/TR/Tet a las 0, 24, 48 y 72 horas de
tratamiento con Tetraciclina. Control positivo (+), es la reaccion de PCR con un plasmido con Gasl;
SH-SY5Y es la linea celular en la ausencia (S/S) o en la presencia (C/S) de suero; Control negativo (-)
es la reaccion de PCR sin el ADNc. f-actina es el gen de mantenimiento. B) Western blot de la linea
estable de CTNs en las condiciones mencionadas anteriormente; SH-SY5Y es el extracto de
proteinas de la linea celular sin (S/S) o con(C/S) suero, control positivo de expresién, y la B-actina
es el control de carga.

Empleando las misma técnicas, se demostré que tGasl sélo se expresa en
presencia de Tetraciclina y no asi en las ReNcell-GFP ni en las ReNcell-GFP/tGas1/TR (linea
celular estable sin tratamiento con Tetraciclina) (figura 26). Este ultimo punto es
importante debido a que muchos sistemas regulables presentan una expresién basal en la
ausencia de Tetraciclina y dicha expresién no fue observada en nuestro sistema. También

es de destacar que las CTNs no expresaron tGas1.

Con estos resultados se concluye que las CTNs con la GFP no expresan tGas1 y que

la linea celular estable con el TR y tGasl sélo expresa el transgén en presencia de

Tetraciclina.
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Figura 26. tGasl sélo se expresa en la linea estable ReNcell-GFP/tGas1/TR en la presencia de
Tetraciclina. A) RT-PCR de las dos lineas estables de CTNs a las 72 horas de cultivo: la linea
ReNcell-GFP; y la linea ReNcell-GFP/tGas1/TR en la ausencia o presencia de Tetraciclina (Tet) por
72 horas; SH-SY5Y es la linea celular en la ausencia (S/S) o presencia (C/S) de suero; Control
negativo (—) es la reaccién de PCR sin el ADNc. f-actina es el gen de mantenimiento. B) Western
blot de las lineas estables y condiciones mencionadas anteriormente; SH-SY5Y es el extracto de
proteinas de la linea celular sin (S/S) o con(C/S) suero. B-actina es el control de carga.

tGasl producida por las CTNs disminuye la viabilidad celular de ellas mismas y de

células de glioblastoma

Con la técnica de azul de tripano, se observd que la expresion de tGasl provocd
una disminucion en la viabilidad celular de la linea estable ReNcell-GFP/tGas1/TR a las 72
horas de tratamiento con Tetraciclina, dicha disminucion fue de un 30% con respecto al
control, la linea estable ReNcell-GFP. Por otro lado, no se ve efecto alguno en la linea
ReNcell-GFP que recibe Tetraciclina o en la linea ReNcell-GFP/tGas1/TR sin Tetraciclina

(figura 27, A).

Posteriormente, se tomé el medio de cultivo de 72 horas de las 2 lineas estables,

con y sin Tetraciclina, y se aplicd a células C6-pDsRed1 en proliferacion, se observé que el
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medio de las CTNs que produjeron tGasl disminuyd la viabilidad de las células C6-

pDsRed1 a las 48 y 72 horas de tratamiento. La disminucidn es mayor a las 72 horas (47%

menos células viables con respecto al control) (figura 27, B).
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Figura 27. tGasl producida por las CTNs disminuye la viabilidad celular de estas mismas y de
células C6 en cultivos independientes. A) Grafica de viabilidad celular, a las 24, 48 y 72 horas de
cultivo, de las dos lineas estables de CTNs: ReNcell-GFP y ReNcell-GFP/tGas1/TR, en la ausencia o
presencia de Tetraciclina (Tet). B) Gréfica de la viabilidad de las células C6-pDsRed1, a las 24, 48 y
72 horas, que reciben el medio condicionado de las CTNs de 72 horas de cultivo en las condiciones
descritas previamente. Los datos representan la media + del error estandar. ***P<0.001, n = 3.

Con este resultado se concluye que tGasl disminuye la viabilidad celular de las

CTNs que la secretan, tal como se habia observado cuando tGasl era producido por las

células C6, pero que también disminuye la viabilidad celular de las células C6 que la

reciben.
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tGasl disminuye la proliferacion celular de las CTNs y de las células de glioblastoma

Debido a que el efecto en la viabilidad celular en las CTNs habia sido mayor a las 72
horas de tratamiento con Tetraciclina, se hizo un ensayo de incorporaciéon de BrdU en
estas células y se observd una disminucién en la proliferacién celular, debido a tGas1, de

un 56% con respecto al control (figura 28, A).

Posteriormente, se realizd el mismo ensayo a las células C6-pDsRedl que
recibieron el medio de las CTNs que produjeron tGasl por 72 horas. El tratamiento duré
72 horas debido a que fue el lapso de tiempo donde se observé el mayor efecto en la
viabilidad celular. El medio condicionado que contenia tGas1 disminuyd la proliferacién

celular de las C6-pDsRed1 en un 53% con respecto al control (figura 28, B).

tGasl induce apoptosis tanto en las CTNs como en las células de glioblastoma

Por medio de la técnica de TUNEL, se valord si tGasl inducia apoptosis en la linea
productora de la proteina (CTNs), asi como también en la linea celular que la recibia (C6).
A las 72 horas de expresar tGasl, debido a la administracién de Tetraciclina, la linea
productora presentd el mayor porcentaje de células apoptdticas, 29% con respecto al
control, (figura 29, A). Al momento de realizar el ensayo a las células C6-pDsRedl que
reciben el medio condicionado por 72 horas, se observé que las que recibieron el medio
condicionado con tGasl presentaron el mayor porcentaje de células apoptodticas, 43% con

respecto al control, (figura 29, B).
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Figura 28. tGasl disminuye la proliferacion celular de manera autocrina y paracrina. A) Grafica
de incorporacidn de BrdU en las dos lineas estables de CTNs a las 72 horas de cultivo: ReNcell-GFP
y ReNcell-GFP/tGas1/TR, en la ausencia o presencia de Tetraciclina (Tet) en el medio. B) Grafica de
incorporaciéon de BrdU en las células C6-pDsRed1 que reciben el medio de cultivo, por 72 horas, de
las condiciones citadas en el inciso anterior. Los datos representan la media * del error estandar.
*P<0.05y **P<0.01, n = 3.
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Figura 29. tGasl induce apoptosis de una manera autocrina y paracrina. A) Grafica del porcentaje
del nimero de células positivas a TUNEL, a las 72 horas, de las 2 lineas estables de CTNs: lineas
ReNcell-GFP y ReNcell-GFP/tGas1/TR en la ausencia o presencia de Tetraciclina (Tet) en el medio.
B) Grafica del porcentaje del nimero de células positivas a TUNEL de células C6-pDsRedl que
reciben el medio de cultivo, por 72 horas, de cada una de las condiciones mencionadas en el inciso
anterior. Los datos representan la media + del error estandar. ***P<0.001, n = 3.

Con estos resultados se concluye que la tGas1 producida por las CTNs tiene efectos
autocrinos (CTNs) y paracrinos (C6). Tales efectos son sobre: la viabilidad celular, la

proliferacién celular y la apoptosis.
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In vivo

Migracion desde el hemisferio cerebral contralateral de las CTNs hacia un glioblastoma

implantado

Para valorar si las CTNs podian migrar y transportar a la proteina tGasl hacia un
tumor implantado intracranealmente y que ésta tuviera un efecto antitumoral, se
inocularon en un hemisferio cerebral de ratones desnudos 1 x 10° células C6-pDsRed1 vy a
la semana se dividid a los ratones en 4 grupos: al primero sélo se le administraria
Tetraciclina a los 14 dias de implantacién de las células C6-pDsRed1; al segundo, se le
inocularon en el hemisferio cerebral contralateral 5 x 10° células ReNcell-GFP; al tercero y

al cuarto se les inoculd 5 x 10° células ReNcell-GFP/tGas1/TR.

Se permitié que las CTNs migraran por una semana para posteriormente
administrar Tetraciclina via ip (50 mg/kg/dia, por 7 dias) al primer, segundo y cuarto
grupo. El tercer grupo sélo recibid el vehiculo de la Tetraciclina, solucidn salina. Veintiun
dias después de la implantacion de las células C6-pDsRed1, los ratones fueron sacrificados
y los cerebros perfundidos y fijados. Los cerebros fueron cortados y observados al
microscopio de epifluorescencia, donde fue posible identificar a las células ReNcell en

verde y a las células tumorales en rojo.

En los cerebros de los ratones a los que sélo se les inocularon las células C6-
pDsRedl y se administré Tetraciclina, sélo se aprecid un gran crecimiento tumoral

intracraneal (figura 30).

Al momento de observar los cerebros a los cuales se les inoculd las células C6-
pDsRed1 y las ReNcell-GFP y se les administré Tetraciclina, se observd en la regién del
tumor la presencia de las CTNs que migraron desde el hemisferio cerebral contralateral

(figura 31).
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C6-pDsRed1 SOBREPOSICION

Figura 30. Las células C6-pDsRed1 forman un tumor intracerebral. Fotografia representativa por
microscopia de epifluorescencia del tumor intracerebral, donde sélo se inocularon células C6-
pDsRed1 y se administro Tetraciclina. Se delimita perfectamente la regién tumoral (rojo) del tejido
cerebral sano. Los cuadros en blanco muestran el drea enfocada para el siguiente aumento (panel
inferior). Barra de calibracién = 100 um.

C6-pDsRedl Tet SOBREPOSICION

Figura 31. Las células ReNcell-GFP migran hacia un tumor desarrollado por el xenoimplante de
células C6. Fotografia representativa por microscopia de epifluorescencia de la regiéon tumoral
intracerebral donde se inocularon células C6-pDsRedl y células ReNcell-GFP en el hemisferio
cerebral contralateral con la subsecuente administracion de Tetraciclina. Los cuadros en blanco
muestran el area enfocada para el siguiente aumento (panel inferior). Barra de calibracion = 100
pm.
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En los cerebros a los cuales se les inoculd las células C6-pDsRed1 y las ReNcell-
GFP/tGas1/TR y no se les administré Tetraciclina, se observd en la region tumoral la
presencia de las CTNs que también migraron desde hemisferio cerebral contralateral

(figura 32).

Por ultimo, al momento de ver al microscopio los cortes de los cerebros a los
cuales se les inocularon las células C6-pDsRed1 y las ReNcell-GFP/tGas1/TR y que habian
sido tratados con Tetraciclina, se observé que las CTNs también habian migrado a la
region tumoral desde el hemisferio cerebral contralateral (figura 33). Interesantemente, al
momento de ver el corte coronal del cerebro completo, se pudo observar la migracién
desde el sitio de inoculacion de las ReNcell-GFP/tGas1/TR hacia el hemisferio cerebral
donde se localizaba el tumor, por otro lado, también se observd que algunas ReNcell-
GFP/tGas1/TR se quedaron en el sitio de la lesion generada por la inoculacién de las

mismas (figura 34).

C6-pDsRed1

SOBREPOSICION

Figura 32. Las células ReNcell-GFP/tGasl/TR migran hacia un tumor desarrollado por el
xenoimplante de células C6. Fotografia representativa por microscopia de epifluorescencia de la
region tumoral intracerebral donde se inocularon células C6-pDsRed1 y ReNcell-GFP/tGas1/TR en
el hemisferio cerebral contralateral sin la administracion de Tetraciclina. Los cuadros en blanco
muestran el area enfocada para el siguiente aumento (panel inferior). Barra de calibracién = 100
pum.
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Figura 33. Las células ReNcell-GFP/tGas1l/TR que expresan tGasl migran hacia un tumor
desarrollado por el xenoimplante de células C6. Fotografia representativa por microscopia de
epifluorescencia de la regidén tumoral intracerebral donde se inocularon células C6-pDsRedl vy
ReNcell-GFP/tGas1/TR en el hemisferio cerebral contralateral con la subsecuente administracion
de Tetraciclina. Los cuadros en blanco muestran el area enfocada para el siguiente aumento (panel
inferior). Barra de calibracion = 100 um.

Figura 34. Migracion preferencial de las CTNs hacia un GBM. Fotografia por epifluorescencia de
un corte coronal cerebral completo donde se inocularon células C6-pDsRedl y ReNcell-
GFP/tGas1l/TR en el hemisferio cerebral contralateral con la subsecuente administracién de
Tetraciclina. Flecha en blanco, sitio de inoculacion de las ReNcell-GFP/tGas1/TR; Flecha en rojo,
sitio de inoculacidn de las C6-pDsRed1. Barra de calibracién =1 mm.
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Con estos resultados se concluye que las dos lineas celulares estables de CTNs, la
linea ReNcell-GFP y la linea ReNcell-GFP/tGas1/TR, migran hacia un GBM intracerebral
implantado cuando son inoculadas en el hemisferio cerebral contralateral.
Importantemente, al observar el corte cerebral completo (figura 34), se corroboré que la
expresion de tGasl con Tetraciclina se indujo cuando las CTNs ya habian migrado hacia el

tumor, por lo que se esperaba que hubiese un efecto terapéutico.

tGasl puede ser transportado por las CTNs hacia un glioblastoma implantado y

conservar su efecto inhibidor tumoral

Para evaluar el volumen tumoral posterior al tratamiento de los distintos grupos,
los cortes coronales de los cerebros fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina, observados
al microscopio de campo claro y el volumen tumoral fue determinado (figura 35, A-D). Se
observd que los tumores que habian sido tratados con la linea celular estable de CTNs
ReNcell-GFP/tGas1/TR y que expresaron tGasl por la administracion de Tetraciclina,
presentaron un volumen menor en comparacién con los grupos control, 77% de
reduccion. Por otro lado, no se observdo un efecto antitumoral por parte de las CTNs
ReNcell-GFP ni por parte de las ReNcell-GFP/tGas1/TR que no liberaron tGas1, tampoco la

Tetraciclina tuvo un efecto antitumoral (figura 35, E).

Posteriormente, dos tumores de cada grupo fueron extirpados y se aislé el ARN y
proteinas para corroborar la expresion del transgén y de la proteina tGasl. tGas1 sélo se
amplificé en los tumores que recibieron la linea estable ReNcell-GFP/tGas1/TR y que
recibieron Tetraciclina. La presencia de la proteina también sélo fue visualizada en los

mismos tumores (figura 36).
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Figura 35. tGas1 transportado por las CTNs conserva su efecto antitumoral en un modelo in vivo
e intracerebral de GBM. Las imdgenes superiores corresponden a las fotografias representativas
de los cortes coronales de los cerebros tefiidos con Hematoxilina y Eosina a los 21 dias de
inoculado el tumor y con los distintos tratamientos. Los tumores se encuentran delineados por la
linea punteada. A) Ratones que recibieron Tetraciclina; B) Ratones que recibieron la linea celular
estable ReNcell-GFP y Tetraciclina; C) Ratones que recibieron la linea celular estable ReNcell-
GFP/tGas1/TR sin Tetraciclina y; D) Ratones que recibieron la linea celular estable ReNcell-
GFP/tGas1/TR y Tetraciclina. E) Grafica de los volimenes tumorales a los 21 dias de inoculado el
tumor y con los tratamientos mencionados anteriormente. Los datos representan la media * del
error estandar. ***P<0.001, n = 5 por grupo.
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Figura 36. tGas1 sélo se detecté en los tumores tratados con la linea ReNcell-GFP/tGas1/TR y
que recibié Tetraciclina. A) RT-PCR de los tumores extraidos a los 21 dias de inoculacién de las
células C6-pDsRedl y con los distintos tratamientos. Tet, ratones tratados con Tetraciclina;
ReNcell-GFP/Tet, ratones tratados con la linea estable y Tetraciclina; ReNcell-GFP/tGas1/TR,
ratones tratados sélo con la linea estable y; ReNcell-GFP/tGas1/TR/Tet, ratones tratados con la
linea estable y Tetraciclina. Control positivo (+), producto de un plasmido con la secuencia de
Gasl. Control negativo (-), reaccién de PCR sin el ADNc. B) Western blot confirmatorio de la
expresion de tGasl en las condiciones mencionadas anteriormente. SH-SY5Y, linea celular en la
ausencia (S/S) o presencia (C/S) de suero.

tGasl disminuye el estado caquéctico en ratones con glioblastoma

Para evaluar el efecto de los distintos tratamientos en el estado general de los
ratones con GBM, se pesd a cada grupo de ratones el primer dia de inoculacién de las
células C6-pDsRed1 y el dltimo dia de tratamiento en cualquiera de sus modalidades,
periodo de 3 semanas. Al momento de comparar la ganancia en el peso corporal en los
distintos grupos de ratones, se observd que los ratones tratados con la linea estable
ReNcell-GFP/tGas1/TR y que expresaron tGasl, debido a la administracion de Tetraciclina,
presentaron una tasa de aumento de peso mayor a la de los otros tres grupos. Asi,
tenemos que los ratones tratados con tGasl ganaron en promedio 1.4 g mas que los

ratones que sélo recibieron Tetraciclina (grupo control) (figura 37).
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Figura 37. tGasl incrementa la ganancia ponderal en ratones desnudos con GBM. Grifica de la
ganancia ponderal de los distintos grupos de ratones y sus tratamientos, el lapso de tiempo
comprende desde el dia de inoculacién de las células C6-pDsRedl hasta el ultimo dia de
tratamiento. Control-Tet, ratones tratados sélo con Tetraciclina; ReNcell-GFP/Tet, ratones tratados
con la linea celular estable y Tetraciclina; ReNcell-GFP/tGas1/TR, ratones tratados con la linea
celular estable sin Tetraciclina; ReNcell-GFP/tGas1/TR/Tet, ratones tratados con la linea celular
estable y Tetraciclina; Sin inocular, ratones a los que no se les implanté células C6-pDsRed1 ni
CTNs. Los datos representan la media + del error estandar. *P<0.05 y ***P<0.001, n = 7 por grupo.

Este ultimo dato es importante debido a que en todo proceso tumoral existe un

estado de caquexia y tGas1l mejord el estado global de los ratones.

tGasl mejora la supervivencia en ratones con glioblastoma

Para seguir evaluando el efecto de tGasl sobre el estado general de ratones
desnudos con GBM, se realizd una curva de supervivencia Kaplan-Meier. Basandose en los
resultados previamente obtenidos, esta vez sélo se emplearon tres grupos: al primer

grupo sélo se le inoculd células C6-pDsRed1 y se le administro Tetraciclina; al segundo
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grupo se le inoculd células C6-pDsRed1 y las CTNs ReNcell-GFP/tGas1/TR sin Tetraciclina y;
al tercer grupo se le inoculd células C6-pDsRed1 y las CTNs ReNcell-GFP/tGas1/TR con
Tetraciclina. Se siguid el mismo esquema de implantacidon y tratamiento al empleado
anteriormente para la migracion de las CTNs, sélo que en esta ocasion los ratones no
fueron sacrificados. Por ultimo, los dias en que iban muriendo los ratones fueron censados

y graficados.

A la muerte de todos los ratones, la grafica proyectd una mayor supervivencia en
el grupo de ratones tratados con las células ReNcell-GFP/tGas1/TR y que expresaron
tGasl, supervivencia media de 42 dias en comparaciéon con la supervivencia media del
grupo control (tratado sélo con Tetraciclina) que fue de 24 dias (figura 38). La
supervivencia en el grupo tratado con tGasl aumentd un 75% con respecto al control. Por
otro lado, no se vio un efecto en la supervivencia en los ratones tratados con las ReNcell-

GFP/tGas1/TR que no expresaron tGas1 (supervivencia media de 26 dias).
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Figura 38. tGasl aumenta la supervivencia de ratones desnudos con GBM. Curva de
supervivencia Kaplan-Meier de los distintos grupos y sus tratamientos. Tet, ratones a los que se les
inoculé células C6-pDsRed1 y sdélo recibieron Tetraciclina (n = 6); ReNcell-GFP/tGas1/TR, ratones a
los que se les inoculd células C6-pDsRedl y la linea estable de CTNs (n = 6) y; ReNcell-
GFP/tGas1/TR/Tet, ratones a los que se les inocularon células C6-pDsRed1 vy la linea estable de
CTNs con la subsecuente administracién de Tetraciclina (n = 7). Prueba Log-rank (Mantel-Cox), P=
0.0023.
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Con estos resultados se concluye que las CTNs que expresan tGasl en un GMB
implantado mejoran la supervivencia de los ratones. Interesantemente, ni la Tetraciclina

ni las CTNs tienen un efecto sobre la supervivencia.
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Discusion

Los tumores malignos cerebrales, en especial el GBM, tienen muy mal prondstico,
el cual desafortunadamente no ha mejorado en décadas a pesar de los tratamientos
actuales y que bdsicamente incluyen: sofisticados enfoques quirdrgicos, radioterapia y
quimioterapia (Benitez, et al., 2008. Segovia y Lépez-Ornelas, 2011). La capacidad de las
células tumorales de infiltrarse en el parénquima cerebral, asi como su aumentada
resistencia a los quimioterapéuticos y a la radiaciéon, impiden la eficacia de los

tratamientos existentes.

La terapia génica ofrece un enfoque prometedor para el tratamiento de los
tumores cerebrales, particularmente de los GBMs, por la capacidad de expresar genes

terapéuticos en estos tumores que muy rara vez metastatizan.

Los vectores virales han sido los sistemas de transferencia génica mas empleados
para la expresion de transgenes en ensayos preclinicos y clinicos en el abordaje de este
padecimiento y aunque parecen seguros, los resultados clinicos todavia no han generado
una alternativa viable a los tratamientos actuales de los gliomas (Chiocca, et al., 2004.

Asadi-Moghaddam y Chiocca, 2009).

El transgén terapéutico mas comunmente empleado para la terapia génica de
gliomas, tanto experimentalmente como en pruebas clinicas, ha sido el HSV-TK (Pulkkanen
v Yla-Herttuala, 2005. Hutterer, et al., 2006. Maatta, et al., 2009). El producto del gen
HSV-TK transforma el profarmaco Ganciclovir en un precursor que detiene la replicacién
del ADN e induce muerte celular. Interesantemente, la accién de este tipo de vectores se
ve amplificada por un efecto “bystander”, el cual es causado por el transporte de
metabolitos téxicos a las células aledafias a través de las uniones estrechas (Dilber, et al.,
1997. Touraine, et al., 1998. Asklund, et al., 2003). Este efecto aumenta la capacidad

terapéutica; sin embargo, una limitante del sistema es que el nivel de comunicacién
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intracelular varia entre diferentes tumores y puede estar blogqueada en estadios

avanzados de carcinogénesis (Yamasaki, 1991. Ishii-Morita, et al., 1997).

Existen diversos factores que deben ser considerados para lograr que los vectores
virales infecten y logren expresar el transgén terapéutico en una cantidad suficiente de
células tumorales y esto lleve a un efecto benéfico en los pacientes. Por ejemplo, las
barreras fisicas y la respuesta inmune inhiben la distribucion del vector viral. Por otro
lado, la corta vida media de algunos virus, como los retrovirus, también afectan su
capacidad terapéutica (Kyritsis, el al., 2009. Sack y Herzog, 2009). También, los virus se
difunden pasivamente en el sitio donde son administrados y su inadecuada distribucion y

propagacion dentro del tumor disminuyen su capacidad terapéutica (Kim, et al., 2008).

Los vectores virales son muy grandes en comparacién con los agentes
guimioterapéuticos (100 veces mas grandes) y esto ocasiona que la distribuciéon dentro
del tumor sea muy limitada, asi la distribucién de estos vectores desde el sitio de
inyeccidén o desde la vasculatura se encuentra severamente restringida (Mok, et al., 2007.
Chiocca, et al., 2004). La matriz extracelular también tiene un papel importante en la
limitada distribucion de los vectores virales en el tumor, y por esta razén, varios enfoques

terapéuticos para modularla han sido propuestos (McKee, et al., 2006. Yun, 2008).

Otra estrategia para lograr una distribucion mdas completa y homogénea de
agentes terapéuticos, es el uso de moléculas solubles que puedan ser liberadas por parte
de las células que la expresan (Jeong, et al., 2009) y de este manera aumentar la difusién
de agentes terapéuticos dentro del tumor, mejorando asi el efecto benéfico del

tratamiento.

Gasl es una proteina que induce detencidon del ciclo celular y apoptosis en
diferentes tumores (Kokkinakis, et al., 2006. Gobeil, et al., 2008. Zhao, et al., 2009),

incluyendo lineas celulares de glioma y gliomas primarios humanos (Zamorano, et al.,
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2003, 2004. Benitez, et al., 2007. Dominguez-Monzén, et al., 2009). Una serie de andlisis
bioinformaticos, revelaron homologia estructural entre Gasl y los GFRas (Schueler-
Furman, et al., 2006). Con base en esta informacidn, posteriormente se demostrd que los
efectos de Gasl, es decir, arresto del ciclo celular e induccién a la apoptosis, son causados
por la capacidad de la proteina de inhibir la via de sefializacidon intracelular mediada por
GDNF, mecanismo consistente con el efecto inductor proliferativo de GDNF en gliomas
(Wiesenhofer, et al., 2000. Lépez-Ramirez, et al., 2008. Dominguez-Monzdn, et al., 2009.
Zarco, et al., 2012).

Estructuralmente, Gasl posee un ancla GPI que la une a la membrana celular, pero
existen reportes que indican que el dominio carboxilo terminal no es necesario para
inducir arresto celular por parte de esta molécula y que una forma soluble de la misma es
activa (Ruaro, el al., 2000. Stebel, et al., 2000). Estos datos permitieron hipotetizar que
una forma soluble y secretable de Gas1 podria detener el ciclo celular e inducir apoptosis
en células que expresen este transgén, pero también en células vecinas que no la
expresan, amplificando asi su efecto antitumoral. Para obtener esta forma secretable de
Gasl, en este proyecto se generaron formas truncadas de la proteina, las cuales no tenian
la secuencia consenso para el ancla GPI, asi estas formas de Gasl1 podrian ser secretadas
hacia células tumorales (Yang, et al., 2004. Virtanen, et al., 2005. Orlean, et al., 2008). Los
efectos autocrinos y paracrinos de Gasl podrian significativamente aumentar su uso
terapéutico, permitiendo la difusiéon y distribucién de la molécula lejos de la célula

productora.

Para alcanzar este objetivo, se generaron lentivirus con la informaciéon de una
forma truncada de Gasl (tGas1) y se demostrd que las células C6 infectadas liberaban una
forma soluble que podia inducir detenciéon del ciclo celular y apoptosis cuando era
transferida a cultivos independientes de células de GBM, C6. Ademads, la inyeccién
intratumoral del lentivirus con tGasl inhibid el crecimiento de células C6 inoculadas en el

flanco de ratones desnudos. Por otro lado, también se observé una disminuciéon en el
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crecimiento del tumor cuando una mezcla de células C6 no infectadas y células C6
establemente infectadas, con un lentivirus con tGasl y otro lentivirus con un elemento
represor de la expresion regulado por Tetraciclina, fue inoculada en el flanco de ratones
desnudos y que posteriormente fueron tratados con Tetraciclina, en comparacién con
otros ratones que tuvieron el mismo protocolo pero que no recibieron Tetraciclina. Este
experimento permitié demostrar que se obtuvo un sistema regulable que funcionaba
adecuadamente in vivo y que tGasl conservaba su efecto antitumoral. Notablemente, el
sistema disefiado de expresidon regulable no presentd una expresidon basal en la ausencia
de Tetraciclina, lo que fue corroborado in vitro e in vivo, siendo esto de vital importancia
debido a que algunos sistemas de esta indole presentan este escape o “fuga”

(Benabdellah, et al., 2011).

Existen reportes que indican que moléculas solubles apoptogénicas, como S-TRAIL
(Ligando Inductor de Apoptosis Relacionado al Factor de Necrosis Tumoral, en su forma
Secretable), aplicadas en gliomas son efectivas reduciendo el crecimiento del tumor (Kim,
et al.,, 2004. Hingtgen, et al., 2008. Menon, et al., 2009). Asi, una forma relevante de
aplicacion es mediante la inyeccion de células productoras de tGasl dentro del tumor.
Una posible fuente de estas células son del mismo tumor u otras células somaticas del
mismo paciente, o de diferente fuente, asi la proteina secretable puede inhibir el
crecimiento del tumor, y en el caso de aplicar células tumorales, mediante el uso de genes
suicidas, se podria matar a las células genéticamente modificadas e incrementar la

seguridad del sistema (Kosaka, et al., 2012).

La capacidad de regular la produccién y liberacién de la molécula terapéutica
facilita un control en el tratamiento y mas aun si las células productoras pueden ser
marcadas y monitoreadas en el paciente y localizadas cuando infiltren el tumor. Como un
primer acercamiento a esta estrategia, se inyectd una mezcla de células C6 y células C6

estables en ratones desnudos y se determiné el efecto en el crecimiento del tumor con la
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administracion de Tetraciclina. Este experimento demostré que es factible la regulacion de

la expresién de tGas1 en un modelo in vivo de GBM.

Continuando con el estudio de los efectos antitumorales de tGasl, se implementd
un sistema de expresion regulada por tetraciclina donde CTNs fueron genéticamente
modificadas, esto con la finalidad de emplearlas como un transporte de la molécula
terapéutica hacia GBMs implantados en ratones desnudos, dado que presentan un
tropismo innato hacia estos tumores (Aboody, et al., 2000). Si bien, no se conocen a fondo
los mecanismos moleculares por los cuales existe esta quimiotaxis, existe evidencia que
indica que los GBMs liberan quimiocinas, principalmente factores de crecimiento y de
estos ultimos los mas importantes son el EGF, el Factor de Crecimiento de Hepatocitos,

HGF y el VEGF (Heese, et al., 2005. Kendall, et al, 2008, Diaz-Coranguez, et al., 2013).

Los resultados obtenidos en este campo, muestran que las CTNs implantadas en un
hemisferio cerebral migran hacia un GBM previamente implantado en el hemisferio
cerebral contralateral y que dichas células pueden servir como vehiculo de una forma
regulable de tGasl. Interesantemente, se observd que un lapso de 7 dias es tiempo
suficiente para que la mayoria de las CTNs migren de un hemisferio a otro, distancia de 4
mm, este dato es consistente con otros estudios que refieren el mismo lapso de tiempo
(Aboody, et al., 2000. Shah, et al., 2008). Importantemente, se observé que tGasl al ser
trasportado por las CTNs y liberado de manera regulada, conserva su efecto antitumoral,
pero que también mejora la supervivencia y el estado general en los ratones con un GBM

implantado, lo cuales son indicadores de mejoria en la enfermedad.

Por otra parte, estos experimentos también revelaron que la Tetraciclina, a la
concentracion empleada en este estudio, no tiene un efecto antitumoral en un modelo in
vivo e intracraneal de GBM, algo que contrasta con estudios que refieren que si posee
dicho efecto (Frazier, et al., 2003. Markovic, et al., 2011). También, se observé que el uso

de las CTNs por si mismas no posee un efecto antitumoral, algo que es importante, debido
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a que existe una gran controversia sobre este punto; diversos reportes indican un efecto
antitumoral de las CTNs (Kim, et al., 2006. Reitz, et al., 2012. Swartling, et al., 2013), pero
otros estudios reportan un efecto carcinogénico (Liu, et al., 2010. Park, et al., 2010. Binello
y Germano, 2012). Los resultados del proyecto apoyan la idea de que dichas células no
inducen ninguno de los dos efectos, algo reportado por varios grupos de investigacion (De

Filippis, et al., 2007 y 2008. Rota, et al., 2010).

Otro hallazgo interesante fue el hecho de observar CTNs en el sitio de la lesion
generada por su inoculacidn, dato que es congruente con otros estudios que refieren que
las CTNs también pueden migrar a zonas de lesidn cerebral, pero la quimiotaxis es con una
fuerza mayor hacia un tumor (Hoehn, et al., 2002. Modo, et al.,, 2004. Schmidt, et al.,
2005). Dada esta migracion, varios autores también plantean el uso de estas células para
transportar moléculas terapéuticas a sitios de lesidn cerebral generados por isquemias
(Rosenblum, et al., 2012) o por enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Parkinson (Bjugstad, el al., 2008. Gonzalo-Gobernado, et al., 2009) o la enfermedad de
Alzheimer (Abdel-Salam, 2011).

La observacién de que las CTNs, inyectadas en el parénquima cerebral, migran
hacia GBMs ubicados en el hemisferio cerebral contralateral y que pueden expresar una
forma regulable de tGas1 y conservar su efecto antitumoral, da pie a continuar con estos
experimentos. En un futuro se podran realizar experimentos inyectando las CTNs, con la
forma secretable y regulable de Gasl, de forma sistémica, por ejemplo intravenosamente,
dado que también se ha visto que migran a través de esta via (Aboody, et al., 2000. Zhang
Z, et al., 2004. Diaz-Coranguez, et al., 2013). Todo esto pensando en una terapia a futuro

en los pacientes, donde las CTNs podrian ser aplicadas via arterial.

En este proyecto se demostrd que la forma truncada de Gasl, producida por
células de GBM infectadas o por lineas celulares de expresién regulable, puede ser

secretada al medio e inducir apoptosis y arresto del ciclo celular en otras células que no
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expresan el transgén terapéutico. Ademas la aplicacién de un vector lentiviral o de células

infectadas con este lentivirus, inhibe el crecimiento de tumores implantados en ratones.

Finalmente, las CTNs con la forma secretable y regulable de Gasl migraron, de un
hemisferio cerebral a otro, hacia un GBM implantado intracranealmente, dichas células
expresaron tGasl mediante la administracion de tetraciclina, corroborado por RT-PCR y
western blot, redujeron el volumen del tumor, aproximadamente en un 80%, y
aumentaron la supervivencia de los animales tratados, en un 75%. Estos resultados
apoyan el uso potencial de tGasl como una terapia coadyuvante en el tratamiento de

GBMs.
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Conclusiones

Una forma secretable de Gas1, tGasl1, es funcional e induce apoptosis y detencion

del ciclo celular en una linea celular de glioblastoma.

Los efectos de esta proteina son tanto autocrinos como paracrinos.

La sobreexpresion de esta proteina en modelos in vivo de glioblastoma puede ser

regulada y tiene un efecto antitumoral.

La sobreexpresion de tGasl en células troncales neurales de humano induce

apoptosis y detencion del ciclo celular.

Las células troncales neurales de humano sirven como vehiculo de una forma

secretable y regulable de Gasl hacia glioblastomas.
La sobreexpresidn de tGasl por parte de las células troncales neurales, una vez

gue infiltraron el tumor, tiene un efecto antitumoral y mejora la supervivencia y

el estado general en ratones desnudos inoculados con un glioblastoma.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo dan lugar a posteriores investigaciones
enfocadas a tratar de extender el campo terapéutico de la proteina tGasl. Por un lado,
resultaria interesante conocer mas sobre los mecanismos moleculares y vias de
sefializacion involucradas en el mecanismo de accién de Gasl, esto con la finalidad de
identificar en que tipos de tumores funcionaria y si puede actuar en conjuncién con otros
agentes terapéuticos. También, es de vital importancia dilucidar el efecto de Gas1 durante
el desarrollo embrionario y su relacidon con las células troncales neurales durante la

neurogénesis, debido al efecto antitumoral que tiene sobre tumores de origen glial.

Por otro lado, en el campo de las CTNs como vehiculo de una forma secretable y
regulable de tGasl hacia GBMs, nuevos experimentos pueden ser disefiados como son; la
inyeccion de estas células via torrente sanguineo y que sigan transportando el transgén o,
la administracién de dosis mas prolongadas de Tetraciclina, esperando asi, aumentar el
efecto antitumoral. También, para aumentar la seguridad del sistema, se abre la
posibilidad de que a las CTNs genéticamente modificadas se les transfiera un gen suicida,

como el gen de la Timidina cinasa o el de la citocina desaminasa.

Interesantemente, se pueden disefar experimentos donde el objetivo sea
incrementar la expresion de la proteina secretable, como son la construcciéon de vectores
los cuales tengan la secuencia de un péptido sefial de una molécula per se secretable,

como la hormona del crecimiento, y la secuencia de tGas1.

Todas estas perspectivas tienen como objetivo la aplicacion de tGasl en el

tratamiento coadyuvante de pacientes con GBMs en un futuro.
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